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Uber das Verhaltnis der Chlorophylle und Carotinoide 
im Kot verschiedener Tiere 


Von 


A. Seybold und K. Egle 





(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Oktober 1938) 


3ei unseren Untersuchungen iiber die Physiologie der Blatt- 
pigmente hat sich gezeigt, daB Chlorophyll a und Xanthophyll 
unter verschiedenen Bedingungen rascher abgebaut werden als 
Chlorophyll b und Carotin?). Diese Beobachtung konnten wir an 
Laubblittern, Griinalgen, Flechten u. a. Objekten machen, vor 
allem, wenn ein Siureabbau der Pigmente vorlag. Dies legte den 
Gedanken nahe, Kote von pflanzenfressenden Tieren daraufhin zu 
priitten, welche Pigmentkomponenten beim Durchgang durch den 
Verdauungskanal stiirker abgebaut werden. 

Zechmeister und Tuzson’) stellten bereits fest, dab das 
Verhiltnis Xanthophylle: Carotin bei Verfiitterung von Heu mit 
Mais von 5,1 auf 4,7 bzw. 3,1 im Kot fallt. Den gréBeren Fehl- 
betrag an sauerstoffhaltigem Pigment fiihren die Verfasser wohl 
mit Recht auf die geringere Resistenz gegeniiber dem sauren 
Magensaft zuriick. Unsere chromatographischen Analysen erhirten 
dieses Ergebnis (vgl. unten). 

Aus unseren Analysen lift sich aber vor allem entnehmen, 
dab 1. im frischen Kot noch eine groBe Menge unveriindertes 
Chlorophyll vorhanden ist und 2., daB bei der Verdauung mehr 
Chlorophyllmolekiile a als b abgebaut werden. H. Fischer und 
Mitarbeiter*), sowie mehrere andere Forscher*) verwandten zur 
Kotextraktion viel zu starke Lésungsmittel (z. B. Eisessig, Pyri- 
din + Salzsiiure usw.), so daB die in den Exkrementen unversehrten 


'!) Planta, 26, 491 (1937); 28, 87 (1938); Jb. wiss. Bot. 86, 50 (1938). 

*) Diese Z. 226, 255 (1934). 

*) Diese Z. 198, 33 (1931); 206, 255 (1932). 

*) Karreru. Helfenstein, Helvet. chim. Acta 13, 86 (1930); P. Rothe- 
mund u. Mitarbeiter, J. Amer. Chem. Soc. 54, 4702 (1932); 56, 2400 (1934). 
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Chlorophylle zusitzlich abgebaut wurden. Es kann hier nichit 
unsere Aufgabe sein, zu priifen, ob die von Fischer und anderey 
Forschern rein dargestellten und beschriebenen Chlorophyllderiv. te 
in frischem Kot vorhanden sind, oder ob es sich um Produkte 
einer bestimmten Aufarbeitung handelt. Es geht uns nur daruy 
festzustellen, daB® erhebliche Mengen von Chlorophyll den Ver- 
dauungstraktus unveriindert passieren. Die Auffassung, daB das 
Chlorophyll b im Tierkérper durch Resorption oder Zerstérung 
vollig verschwindet, laBt sich auf Grund unserer Analysenbefunde 
nicht mehr aufrecht erhalten. Bei allen Analysen hat sich viel- 
mehr ergeben, daB bei der Verdauung die Chlorophyllmenge a 
stiirker vermindert wird als b, so daB die Quotienten a/b im Kot 
mehr oder weniger kleiner als in dem den Tieren dargebotenen 
Futter sind. SchlieBlich ist noch das Ergebnis von Interesse, dat! 
die Chlorophylle bei der Verdauung relativ stiirker als die Cayro- 
tinoide angegriffen werden, was sich in einer Verminderung (er 
a+b 
t+ 





Quotienten im Kot gegeniiber dem Futter ausdriickt. 


Analysenergebnisse 


Methodik. Einige Gramm Kot wurden mit Quarzsand fein zerrieben 
und mit einem Gemisch von Methanol und Benzin extrahiert. Das klare 
griine bis braungriine Filtrat ist vorsichtig mit soviel Wasser versetzt worden, 
daB die Hauptmenge der Chlorophylle, Chlorophyliderivate und das Carotin in 
die iiber dem wiBrigen Methanol stehende Benzinschicht iibertrat (Emulsions. 
gefahr!). Nachdem die methanolische Liésung noch einigemal mit Benzin 
durchgewaschen worden war, haben wir die vereinigten Benzinlésungen ii 
Stickstoffstrom auf einige Kubikzentimeter zur Adsorption an Zucker ein- 
geengt. Bei der Chromatographie verfuhren wir nach unserer besonder: 
ausgearbeiteten Methode, wobei sich sowohl die beiden Chlorophylle und 
deren Derivate, als auch die Carotinoide quantitativ abtrennen lieBen. Di 
Hauptmenge des in wiiBrigem Methanol befindlichen Xanthophylls ist her 
nach in Benzin durch Hinzugabe von reichlich Salzwasser iibergefiihrt uni 
ebenfalls nach der Einengung im Stickstoffstrom an Zucker adsorbiert 
worden, um Chloropbyliderivate abzutrennen. Diese treten in den Chromata 
grammen als graue Ringe, von den Chlorophyllen und Carotinoiden deutlich 
abgesetzt, in Erscheinung. Die spektroskopische Priifung der Derivate deutet 
darauf hin, daB es sich um Phiiophytine handelt, die auch sonst bei dem 
Siiureabbau der Chlorophylle in vitro entstehen. Wir begniigten uns init 
der Photometrierung der Chlorophyll- und Carotineluate in Ather bzw. 
Methanol und Benzol. 

a) Analysen von Schafkot. Ein Schaf hat vor der Fiitte- 
rung mit 1 kg frischem Klee 3 Tage gehungert. Einige Gramm 
des anfallenden frischen Kotes sind sofort verarbeitet worden, uw. 
sekundiire Pigmentveriinderungen zu vermeiden. Wie die Tab. | 













































niclit 
deren 
rv: te 


dukte 
larum 
Ver- 
B das 
Orung 
funde 
viel- 
nge a 
o Kot 
tenen 
; dab 
Caro- 


? 
4 der 


rieben 
klare 
orden, 
otin in 
slous- 
sen zil 
en im 
r eln- 
yn ders 
e und 

Dir 


rbiert 
mata 
utlich 
Jeutet 
i dem 
ig mit 

bzw. 


litte- 
ami} 








Ik 
AL Ut 





Verhiltnis der Chlorophylle u. Carotinoide im Kot verschiedener Tiere 51 


zeigt, nehmen Chlorophyll a und Xanthophyll stiirker ab als 
Chlorophyll b bzw. Carotin. DaB bei den stark sauer regierenden 
Verdauungssaften des Schafes noch recht erhebliche Mengen 
Chlorophyll (schitzungsweise bleibt etwa 1/, erhalten; quantitative 
Analysen waren fiir uns zu zeitraubend) unverindert im Kot vor- 
handen sind, deutet darauf hin, daB die Pilanzenteile nicht stark 
cenug zerkleinert den Verdauungstraktus passieren oder daB die 
Verdauungssifte im Minimum sind. 


Tabelle 1 




















a x a+b 

b Cc x+e 
Futter: frischer Klee ..... 3,0 5,5 2,6 
Ce 2s Nak 2a eo BA 0,98 1,26 0,415 


b) Analysen von Ginsekot. EKinige Gramm Brennessel- 
mehl wurden mit Quarzsand fein zerrieben und einer mehrere 
Tage nur mit geschaltem Reis gefiitterten Gans einverleibt. Der 
nach etwa 7 Stunden abgegebene dunkelgriine Kot ist sofort mit 
dem in Tab. 2 angefiihrten Ergebnis analysiert worden. Der Kot 


hatte ein p,, von etwa 4. 


Tabelle 2 














a ’ ath 
b ( r+ ¢ 
utter: Brennesselblitter. .. . 3,15 3,0 3,73 
K yt .* ©¢* « & & © 2,49 2,44 2,68 


c) Analysen des Kotes von Weinbergschnecken. Der 
ot einiger mit Kopfsalat gefiitterter Weinbergschnecken ergab 
die Analysenwerte der Tab. 3. Der bevorzugte Abbau von Chloro- 
phyll a gegeniiber b und Xanthophyll gegeniiber Carotin ist geiing. 
Das p,, des Darmsaftes liegt bei 5,5. 


Tabelle 3 





a = a+h 
b é e+e 





utter: Kopfsalat . 


t 
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d) Versuch mit dem Darmsaft der Weinbergschnecke, 
Fein mit Quarzsand zerriebene Brennesselblitter wurden in 
Reagenzrohr mit dem Darmsaft (zur Halfte mit Wasser verdiinnt) 
versetzt. Nach einer Kinwirkungszeit von 6 Stunden nahmen wir 
die Analyse vor, die die Daten der Tab. 4 ergab. 


Tabelle 4 














a x ath 

b C x+C 
Brennesselblitter ....... 3,62 3,62 3,7 
Brennesselbliitter + Darmsatt. . 2,44 4,8 2,85 


e) Analysen mit Seidenraupenkot. Der frische hell- 
griine Kot, den wir von etwa 20 Raupen einsammeln konnten, 
ergab bei der Analyse nur einen ganz geringen Pigmentverlust, 
was nicht wunder nimmt, da die von den Raupen abgefressenen 
Blattstiicke der Maulbeerblitter relativ groB sind und etwa den. 
Partikeln eines Pulvis grossus entsprechen. Im Mikroskop kann 
man im Kot die Blattstiickchen nahezu unversehrt erkennen. [mn 
Darmkanal herrscht tibrigens ein p,, von etwa 10, ein Siureabbau 
kommt somit in frischem Kot nicht in Betracht. Die Raupen 
entnehmen den gefressenen Blattstiickchen vor allem viel Wasser, 
weshalb der Kot ziemlich trocken ist. Auf das Frischgewichit 
bezogen nimmt der Pigmentgehalt des Kotes gegeniiber dem der 
frischen Bliitter zu. Innerhalb weniger Stunden trocknet der Kot 
mehr und mehr ein, wobei er dunkelgriin wird und ein weiterer 
Abbau der Pigmente einsetzt. In 6 Wochen altem Kot liegen 
a ; 
b 
zeigt eine leichte Erhéhung, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, 
daB innerhalb der einzelnen Blatter gewisse Differenzen in den 
relativen Farbstoffmengen vorhanden sind. 


: . a+b. ; . i. , 
die Quotienten — und niedriger als im Futter; der Quotient 
x+eC ( 


Tabelle 5 





























a v ath 

b Cc x+ec 
Futter: Maulbeerblitter . ... 4,4 2,75 2,73 
po | a 4,4 2,03 2,95 
3 Tage giterMot....... 3,55 — 
6 Wochen alter Kot. ..... 8 
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Wird Aalterer, dunkelgriiner Kot mit Eisessig aufzearbeitet, 
so konnten wir in unseren Chromatogrammen keine Chlorophylle 
mehr feststellen, sondern nur noch Abbauprodukte, u. a. auch 
Phiophytine. Es wird einer weiteren Untersuchung bediirfen, 
wie das von H. Fischer und Hendschel?) beschriebene Phyllo- 
bomycin zustande kam. So viel steht fest, daB es im frischen 
Kot der Seidenraupen nicht vorkommt, da weder im Chromato- 
cramm benzinischer Lésungen eine besondere Adsorptionszone 
eines Chlorophyllderivates auftritt, noch im Spektroskop die von 
Fischer und Hendschel?) angegebenen Banden auftreten. Chro- 
matographiert man Lésungen von einigen Wochen altem Kot, so 
ergibt das Chromatogramm neben den beiden Chlorophyllzonen 
solche von Phiophytinen. Keine der gesondert eluierten Zonen 
wies selbst bei starker Konzentration eine Bande bei 700 uu auf). 


Die Herren Prof. Kriiger und Dr. Duspiva vom Zoologischen In- 
stitut der Universitit Heidelberg haben uns in dankenswerter Weise bei 


zoologischen Fragen wertvollen Rat erteilt. 


') Diese Z. 198, 33 (1931). 














Stoffwechselversuche mit hydriertem Naphthalin 
und hydrierten Naphthalinderivaten') 
Von 
Karl Bernhard 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. November 1938) 


Frithere Untersuchungen’) ergaben, daB sich hydroaromatisclie 
Verbindungen im intermediiren Stoffwechsel des Hundes meist 
nicht wie die entsprechenden aromatischen Verbindungen ver- 
halten. Unter im wesentlichen analogen Bedingungen und Ge- 
sichtspunkten wurden einige bicyclische Verbindungen (meist 
cis-trans-Gemische) gepriift. 

Verfiittertes Dekahydro-naphthalin C,,H,, erscheint im 
Harn als Dekahydro-naphthol C,,H,,OH. Es wurden roh 37,7 
oder analysenrein 29,9°/, d. Th. isoliert. Kin groBer Teil diirite 
verbrennen. Glykuronsiure-Paarung trat nicht oder nur in einem 
sehr geringen Umfang (bei meinem Versuchstier, dem Hunde) ein, 
Ausgangsmaterial wurde nicht gefunden. Naphthalin soll zum 
Teil unveriindert® 5), zum Teil in «-Stellung oxydiert*) oder als 
l-¢-Naphthalinmercaptursiure*®) ausgeschieden werden. Uber das 
Schicksal des Tetrahydro-naphthalins C,,H,, im Tierkérper  be- 
richten G. Schréter und K. Thomas®) sowie Pohl und Rawicz’‘), 
Letztere Autoren fanden im Harn von Kaninchen und von Hunden 
nach Tetralinfiitterung, ac.-c-‘letrolylglykuronsiure, im Menschen- 
harn dagegen geringe, nicht niiher bezeichnete Mengen von |)i- 
hydro-naphthalin (Nachweis durch Farbreaktion) und Naphthalin 
(Identifizierung durch Mischschmelzpunkt). Auch nach Tetralin- 
fiitterung (30 g) konnte ich aus dem Hundeharn kein Glykuron- 
siiure-Paarungsprodukt isolieren. Ich bekam vielmehr 15,32 g 

1) V. Mitteilung ,,Uber das Verhalten hydrocyclischer Verbindungen 
im Tierkérper“; IV. Mitteilung: Diese Z. 256, 49 (1938). 

*) Diese Z. 248, 246 (1987); 256, 49ff. (1938). 

*) Baumann u. Herter, Diese Z. 1, 267 (1878). 

*) M. Nencki u. M. Lesnik, Ber. chem. Ges. 19, 1534 (1886). 

5) Stekol, J. of Biol. Chem. 110, 463 (1935). 

®) Diese Z. 101, 262 (1918). 7) Diese Z. 104, 95 (1919). 
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einer iitherléslichen, dligen Fliissigkeit, die nach wiederholter 
Destillation im Vakuum keine einheitliche Zusammensetzung auf- 
wies. Ks diirfte sich um ein Gemisch von Di- und Tetrahydro- 
naphthol sowie daraus entstandenem Dihydro-naphthalin handeln. 

Dekahydro-f-naphthol wurde zu 33,0 bzw. 26,1 °/, (analysen- 
rein) unverandert ausgeschieden, daneben enthielt der Harn eine 
kleine Menge verschieden schmelzender Krystalle, deren Zu- 
sammensetzung einem Dekahydro-dioxy-naphthalin entspricht. Sie 
sind mit den bekannten Dekalin-diolen nicht identisch. Vielleicht 
liegen cis-trans-Gemische vor, deren Trennung bei den geringen 
Mengen schwierig ist. 

Dekahydro-@-naphthoesiiure konnte nach subcutaner 
Injektion zu 49,7°/, roh bzw. zu 39,7°/, analysenrein aus dem 
Harn erhalten werden, Dekahydro-f-naphthoesiure (I) zu nur 
16,6°/,. Ks scheint wenig wahrscheinlich, da$ ihr Abbau iiber 
die Hexahydro-o-phthalsiure erfolgt (Il), welche vom Hunde nicht 
veriindert’) wird, hingegen kénnte sich Hexahydro-phenyl-diessig- 
siiure (III) bilden, deren Verhalten im Stoffwechsel nicht be- 
kannt ist. 


COOH H, COOH 
: gal ied 
H, |, Hs | co-coon > | |@ 
ai. <coou ¢ a ii Shas Hy Xi 
| Ii H, COOH 
H,. H, ‘y , 
Nance” “~~ C0-COOH ~“~~™C00H 
I, | — ; 
I YA CO0H Ill NN _» COOH 


Jedenfalls begiinstigt die COOH-Gruppe in #-Stellung den 
Abbau, was auch aus den Versuchen mit Tetrahydro-a- und 
Tetrahydro-f-naphthoesiure hervorgeht. Inaktive Tetrahydro- 
|,2,3,4)-naphthalin-carbonséure-(1) konnte nur zu 38,42 °/, unver- 
‘indert aus dem Harne gewonnen werden, wihrend d,l-ac-Tetra- 
hydro-8-naphthoesiure nicht mehr aufgefunden wurde und auch 
keine faBbaren Abbauprodukte lieferte. Hier wire die Bildung 
von 0-Phthalsiure, die vom Hunde verbrannt wird, nicht aus- 
reschlossen. Eine Oxydation des Ringes zwischen 2 und 3 bei 


der @-Siure miiBte zu Phenylen-diessigsiure fiihren, deren Schicksal 


| 'Tierkérper zu priifen wire. 
Auch die #-Naphthoesiure scheint besser zu verbrennen als 
ie a=) Naphthoesiure * ), bei diesen Verbindungen wurden allerdings 


»  K. Bernhard, Diese Z. 256, 59 (1938). 
*) Cohn, Diese Z. 18, 112 (1894). 
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auch Glykuronsiure-Paarungsprodukte nachgewiesen, die bei den 
hydrierten Siuren nicht auftraten. 


Versuehsteil 
A 


Dekalin, Tetralin und Dekalol habe ich in Kochfett gelést, um eine 
bessere Verteilung und event. auch bessere Resorption zu erreichen. Die 
Bastardhunde W. und M. (etwa 4—5 Jahre alt) ertrugen dieses Gemisc)h 
zusammen mit dem iiblichen Futter (150 g Reis und 50 g Pferdefleisch) 
ohne jegliche Stérungen. 


Versuch 145. Fiitterung von Dekahydro-naphthalin. Es wurde 


ein cis-trans-Gemisch des Dekahydro-naphthalins verwendet 
C, oH,, (188) Ber. C 86,87 H 13,13 Gef. C 87,10 H 12,89 


und in tiglichen Mengen von 2,0 dann 3,0g dem Hunde M. verfiittert. 
Gesamtmenge 30,0¢g in 11 Tagen, das sind 244 mg/kg/Tag. Dauer des 
Versuches inklusiv Nachperiode 15 Tage. Der Harn (10,92 Liter) reduzierte 
auch nach Hydrolyse mit Salzsiiure die Fehlingsche Lésung nicht und 
wurde direkt und nach Konzentration im Vakuum bei saurer Reaktion mit 
Ather ausgezogen. Die Extrakte destillierte ich im Wasserdampf und erhielt 
aus dem Destillat 12,63 g rohes und durch Vakuumdestillation 9,36 g reines 
Dekahydro-naphthol. Ziihfliissige, im Eisschrank nicht erstarrende Fliissig 
keit, mit Eisenchlorid in Schwefelsiiure intensive blauviolette Firbung er- 
gebend. 
C,oH,,0 (174) Ber. C 77,87 H 11,77 Gef. C 77,48 H 11,54. 





Das extrahierte Harnkonzentrat gab eine positive Tollenssche Reak 
tion auf Glykuronsiiure. 


Versuch 154. Fitterung von Tetralin. Von reinem Tetralin 


Handels 

' C,H,» (182) Ber. C 90,84 H 9.16 Gef. C 90,97 H 9,06 
habe ich wihrend 11 Tagen 30g oder pro Tag und Kilogramm 272 mg 
dem Hunde W. verfiittert. Der Versuch dauerte inklusiv Nachperiode 
15 Tage und verlief ohne Stérungen. Der Harn (10,10 Liter) war stark 
dunkel gefirbt und von leicht saurer Reaktion. Er reduzierte Fehlingsche 
Lésung nach salzsaurer Hydrolyse nicht und wurde bei schwach saure! 
Reaktion 5mal mit Ather ausgezogen. Den Extraktriickstand destillierte 
ich in Wasserdampf und erhielt durch Ausiithern des Destillates 15,32 ¢ . 
blige Fliissigkeit, welche ich im Vakuum destillierte. 





Fraktion 1: 53—94° p=2—3mm_ 3,39 ¢ 


2: 94—-110° 2 mm 10,03 g mit C 80,67 H 8,76' 
8: 115° 2 mm OSiz » 5» WIS + 382" 


Fraktion 2 und 3 wurden redestilliert. 
Fraktion a: 117—126,5° p=3mm_ 4,18g mit C 81,36 H 8,77 
b: 126—130° Lite . « S178, O81" 
ec: 130—133,7° 4,12¢ ,, ,, 81,89 ,, 8,70°%- 
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1 den Dihydro-naphthol C,,H,,O (146) Ber. C 82,14 H 6,90 
Tetrahydro-naphthol C,,H,,O0 (148) 9» ~—«gp, 81,02 5 SAF 
Hexahydro-naphthol C,,H,,O (150) +. » 1 » 9,40. 
Den extrahierten Harn engte ich im Vakuum auf 700 ccm ein und 

wiederholte die Ather-Extraktion bei saurer Reaktion. Krystallisierte An- 
teile wurden nicht aufgefunden, auch konnte durch Wasserdampfdestillation 

' a kein Ausgangsmaterial erhalten werden. Das Harnkonzentrat zeigte eine 

Die positive Glykuronsiurereaktion nach Tollens. 

eae Versuch 97. Futterung von Dekahydro-f-naphthol. Ich hatte ein 

cis-trans-Gemisch des 6-Dekalols zur Verfiigung mit Schmelzp. 63,5—72,5° 

| CioHigO (154) Ber. C 77,87 H 11,77 Gef. C 77,75 H 11,70 
oe ind verfiitterte davon wihrend 11 Tagen dem Hunde W. 30 g, das sind 
318mg pro Tag/kg. Dauer des Versuches 15 Tage, am 3., 4., 6., 8. und 

89 Tag war die Fehlingsche Reaktion von Harnproben auch nach salz- 

ittert, saurer Hydrolyse negativ, desgleichen im 7560 cem betragenden Gesamt- 

r des harn. Dieser wurde nach Filtration bei leicht saurer Reaktion 5 mal je 

zierte 4Stunden mit 3 Litern Ather ausgeschiittelt und der Extraktionsriickstand 

t und im Wasserdampfstrom zur Abtrennung von unveriindertem Ausgangsmaterial 

n mit destilliert. Aus dem Destillate isolierte ich mit Ather 9,91 g Dekahydro- 

rhielt ‘naphthol und gewann daraus durch Umkrystallisieren aus Petroliither 

eines oder Vakuumdestillation in verschiedenen Fraktionen 7,82 g bei 75—77? 

issig. schmelzendes Reinprodukt. 

g er: 4,102, 4,060 mg Subst.: 11,750, 11,605 mg CO,, 4,280, 4,260 mg H,0O. 

Gef. C 78,12, 77,96 H 11,68, 11,74. 

m4, Der nichtwasserdampf-fliichtige Anteil lieferte keine krystallisierten 

bik Verbindungen. Anschliebend engte ich den extrahierten Harn bei lackmus- 

sxurer Reaktion im Vakuum bei 40—50° auf 500 cem ein. Das neutrale, 
keinen Riieckstand hinterlassende Destillat wurde verworfen und das Konzen- 
trat Smal ausgeiithert. Diese Extrakte ergaben bei der Behandlung mit 
heibem Wasser 

Ve 540 mg Krystalle, Schmelzp. 158—166° 

305 mg " ¥ 184,5—185° 

2 mg 418 mg % - 131—137° 

ode 180 mg 9 7 189— 190,95 a 

stark 1443 mg 

~— Ich krystallisierte diese Fraktionen einzeln aus Wasser unter Ver- 

cea wendung von Kohle um und bekam folgende, stickstofffreie, in Alkohol 

sh und Aceton lésliche, in Petrolither unlésliche Krystalle: 





Gewicht Schmelzpunkt 0) C ” H 
mg: 0 ig ™ 0 
124,0 185—188 70,78 10,60 
125,5 184,3—188 70,74 10,78 
c 40,7 188—190 70,23 10,59 
60,2 174—175 70,138 10,40 
e) 122,5 156—158 70,37 10,60 
t) 67,2 149—153 — — 
g 34,3 152,8—164 68,47 10,54 
0° h 23,3 168—169 aaa - 













































Karl Bernhard, 


Zusammen wurden demnach 475,1 mg Krystalle erhalten, deren pro. 
zentuale Zusammensetzung gr6Btenteils der Formel eines Dekahydro-dioxy- 
naphthalins entspricht. 


C,oH,,0, (170,14) Ber. C 70,53 H 10,66. 


Nach Hiickel") gibt trans-4-1,2-Oktalin ein aus Aceton umkrystiilli- 
siertes, bei 184—186° schmelzendes Glykol (I). Trans-Dekalin-2,3-diol ([] 
schmilzt bei 163° Durch die Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. Hiicke] 
in Breslau standen mir von beiden Verbindungen Proben zur Verfiigung. 
Meine Fraktionen a und b zeigten mit I im Mischschmelzpunkt Depression, 
ebenso Fraktion e mit I]. Die Verbindungen verhielten sich auch bei der 
Bleitetraacetat-Titration nach Criegee verschieden. 

14,2 mg Trans-Dekalin-(trans 2,3-diol) verbrauchten nach 20 Stunden 
0,720, nach 40 Stunden 1,173 cem 0,1 n-Bleitetraacetat oder pro 1 Mo! 
Substanz 0,43 bzw. 0,67 Atome Sauerstoff. Von 37,7 mg der Fraktion A 
wurden bei Zimmertemperatur nach 20 sowohl als nach 40 Stunden kein Tetra- 
acetat verbraucht, eine Oxydation trat also nicht ein. Die zweite OH-Gruppe 
befindet sich daher nicht in o«-Glykol-Stellung 1 oder 3. Zwei weitere 
Fraktionen von 85,3 und 24,7 mg schmolzen bei 194—196 bzw. 192—193°. 
C 69,61, H 10,41. In dem wihrend der Fiitterungsperiode gesammelten Kot 
konnte ich durch Ather-Extraktion kein Dekahydro-f-naphthol nachweisen. 


B 


Die vier cis-trans-Dekahydro- und Tetrahydro-e- und /-naphthivce- 
siiuren wurden in entsprechenden Abstiinden dem gleichen Hunde Bo. (etwa 
2 Jahre alt) subcutan als Natriumsalze injiziert und ohne Stérungen er. 
tragen. Tiigliches Futter 150g Reis und 50 g Pferdefleisch. Bei den 
Versuchen hat Herr cand. med. Hans Aeppli mitgearbeitet. 


Versuch 127. Subcutane Injektion von Dekahydro-«-naphthoe- 
saure. Gewinnung der Verbindung durch Hydrierung von aus wiaBrigem 
Alkohol umkrystallisierter «-Naphthoesiure (Schmelzp. 160—161°) in Kisessig 
mit Platinoxyd und Wasserstoff. Das Rohprodukt haben wir durch Aus- 
fiillen der alkoholischen Lésung mit Wasser und Umkrystallisieren aus 
Petrolither gereinigt. Die Siure ist mit Wasserdampf nicht fliichtig. Schmelz- 
punkt 122,5—123°. 

C,,H,,0, (182)  Gef. C 72,47, 72,68 H 9,96, 10,06. 


Tiiglich wurden 1,0 g, insgesamt 10 g oder pro Tag und Kilogram 
114 mg Siiure als Na-Salz gespritzt. Dauer des Versuches inklusiv Nach- 
periode 15 Tage. Nach Filtration haben wir den Harn bei schwach saurer 
Reaktion im Vakuum (45—50°) auf 600 ccm eingeengt und das kongosaure 
Konzentrat ausgeithert. Aus den eingedunsteten Extrakten ergaben sici 
durch wiederholte Behandlung mit Petrolither 4,98 g Ausgangsmaterial. 
Es war erst nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Alkohol-Wasser und 
Petroliither analysenrein. Ausbeute 3,97 g, Schmelzp. 122,5—-123°, mit Aus- 
gangsmaterial im Mischschmelzpunkt keine Depression. 


1°) Liebigs Ann. 502, 150 (1932). 
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4,013 mg Subst.: 10,675 mg CO,, 3,588 mg H,O. — 98,6 mg Subst. 
brauchten 5,45 ccm 0,1 n-NaOH. 


Gef. C 72,53 H 9,84 Aquiv.-Gew. 180,85. 


































Versuch 128, Subcutane Injektion von Dekahydro--naphthoe- 


stalli- ia / es ° y 

on " gaure. Dekahydro-f-naphthoesiiure wurde durch Hydrierung der §-Naphthoe- 

- 7 siure gewonnen. Durch Destillation des Rohproduktes im Vakuum (Siede- 
“eel yunkt 152—155° bei 3—3,5 mm) wurde ein Material mit 71,97°/, C und 
rl noe " os bd 4 e e Yee 
Bung. 85°), H erhalten, aus Petrolither umkrystallisiert ergab sich reine Siiure: 

28S810n, 

ei der Gef. C 72,70 H 10,09 Schmelzp. 783—80°. 

Wihrend 7 Tagen wurden 7 g, das sind 115 mg Siure pro Tag und Kilo- 
unden vrumm, eingespritzt. Dauer des Versuches 12 Tage. Die Aufarbeitung des 
1 Mol — 7995 ccm betragenden Harnes erfolgte wie im Versuch 127 und ergab 1,162 g 
lon A Ausgangsmaterial. Schmelzp. 79—82°, Mischschmelzpunkt mit Dekahydro- 
Tetra- ;-naphthoesiure keine Depression. 
ee 4,045 mg Subst.: 10,800 mg CO,, 3,500 mg H,0O. 
eitere . 

193 Gef. C 72,82 H 9,68. 
n Kot . . 
‘a Versuch 125. Subcutane Injektion von Tetrahydro-«-naphthoe- 
e1sen. . ry . Pr mn 
saure. Tetrahydro-1, 2,3,4-naphthalin-carbonsiure-(1) oder d,]-ac.-Tetrahydro- 
«-naphthoesiiure wurde nach Kay und Morton") aus «-Naphthoesiiure 
mit Natrium in Alkohol gewonnen. Wir erhielten erst nach mehrmaligem 
thoe. (  Umkrystallisieren des Rohproduktes aus Petroliither analysenreine Siiure. 
Sehmel: 0 
sities imelzp, 85°. 
n er. C,,H,,0, (176,01) ser. C 74,96 H 6,86 Get. C 75,25 H 6,64. . 
den — . e « . + . ~~ ry re 
Tiiglich injizierte ich 1,0 g, insgesamt 5 g oder 97,5 mg pro Tag und Kilo- 
rumm. Dauer des Versuches inklusivy Nachperiode 10 Tage. Aus dem Harne 

thoe- ),570 Liter) isolierte ich durch Ather-Extraktion und Petroliither-Behand- 
igem ing 1,92 g Ausgangsmaterial. Schmelzp. 84—85°, mit Tetrahydro-a-naphthoe- 
essig ‘uue keine Depression. 
Aus | 

A 1,120 mg Subst.: 11,340 mg CO,, 2,560 mg H,O. — 101,2 mg Subst. 
avi: uchten 5,72 cem 0,1 n-NaQOH. 

Gef. C 75,06 H 6,95  Aquiv.-Gew. 177,06. 

Versuch 126. Subcutane Injektion von Tetrahydro-/-naphthoe- 
amm saure. d,l-ac.-Tetrahydro-§-naphthoesiiure erhielten wir aus §-Naphthoesiiure 
lach- vgl. Versuch 125). Aus Petrolither umkrystallisiert zeigte die Verbindung 
purer einen Schmelzpunkt von 90,5—91,5° 
auure C,,H,,O, (176,01) Ber. C 74,96 H 6,86 Gef. C 75,01 H 6,79. 
sich 
nial Wahrend 8 Tagen wurden 7 g oder pro Tag und Kilogramm 111 mg 
me ‘ctrahydro-8-naphthoesiure subeutan gespritzt. Der Versuch dauerte inklusiv 
Aus Nuchperiode 13 Tage, wobei wir 5765cem Harn sammelten, ohne daraus 


Ausgangsmaterial oder krystallisierte Abbauprodukte der Tetrahydro- 
*-naphthoesiiure zu erhalten. 


‘') Soe. (London) 105, 1571 (1914). 
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Zusammenfassung 


Hunde erhielten per os oder subcutan hydriertes Naphthalin 
und hydrierte Naphthalinderivate, deren Verhalten im intermediiirey 
Stoffwechsel gepriift wurde. 

1. Dekahydro-naphthalin wird teilweise verbrannt, teilweise 
als Dekahydro-naphthol ausgeschieden. 

2. Tetrahydro-naphthalin verhielt sich &inlich wie Dekahydro. 
naphthalin, die Isolierung von reinem Tetrahydro-naphthol ge- 
lang nicht. 

3. Dekahydro-f-naphthol diirfte zu einem groBen Teil a). 
gebaut werden, etwa '/, erscheint unveriindert neben kleinen 
Mengen von Dekahydro-naphthalin-diol. 

4, Dekahydro-g-naphthoesiiure wurde etwa zur Hiilfte, Deka- 


























hydro--naphthoesiiure zu nur '/, im Harne unverindert aui- 
gefunden. 


5. Tetrahydro-¢-naphthoesiiure tritt teilweise auch im Harn 
auf, wihrend Tetrahydro-§-naphthoeséure verschwindet. 

6. Die f-stiindige COOH-Gruppe diirfte demnach den Abbau 
der hydrierten Naphthoesiiuren fordern. 

7. Paarungen der untersuchten Verbindungen mit Glykuron- 
siure wurden nicht beobachtet, ihre Resorption ist nicht an- 
zuzweifeln, Stérungen ergaben sich nicht. 

Vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Stiftung 
fiir wissenschaftliche Forschung der Universitit Ziirich 
ausgefiihrt. 
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Beitrage zur Pyrrolchemie ’) 
Von 


Hans Fischer und Erwin Elhardt ?) 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. November 1938) 


Auf Grund der bisherigen Arbeiten iiber das Uroporphyrin I 
mub dieses ein 1,3,5,7-Tetraessigsiure-2,4,6,8-tetrapropionsiure- 
porphin sein. Diese Formulierung wurde durch die Arbeiten 
von H. Fischer und A. Miller’) noch wahrscheinlicher gemacht, 
denen die Synthese des 1,3,5,7-Tetramethyl-2, 4,6,8-tetraessigsiure- 
porphins gelang. Dieses liBt sich unter denselben Bedingungen 
wie das Uroporphyrin I decarboxylieren, wobei Octamethyl-porphin 
entsteht, ein weiterer Beweis dafiir, daB dem Uroporphyrin I die 
Kssigsiiure-propionsiurestruktur zukommt. 

Wie wir bereits mitteilten*), wurde in dem aus Petry- Harn gewonnenen 
Uroporphyrin I auch Uroporphyrin III nachgewiesen. Diese Tatsache erklirt 
auch die vor lingerer Zeit®) gemachte Feststellung, dab Atio-uroporphyrin 
in Dendriten krystallisiert (vgl. Fig. S$. 241), die spiter dann auch durch 
semeingame Krystallisation von Atioporphyrin I und III kiinstlich erzeugt 
wurden®), Offensichtlich hat auch das damals gewonnene Priiparat aus 
etry-Harn bereits betriichtliche Mengen von Uroporphyrin III enthalten. 


Da in der “Literatur noch kein #-Kssigsiiure-/’-propionsiiure- 
pyrrol beschrieben ist, wurde die Synthese eines solchen in An- 
griff genommen, um mit seiner Hilfe dann das gewiinschte Porphyrin 
aufbauen zu kénnen. Da Kssigsiiure-pyrrole leicht CO, abspalten, 
muBbte hier von vorneherein mit betrichtlichen Schwierigkeiten 
serechnet werden. 


') 43. Mittl. z. Kenntnis der Porphyrine; 42. Mittl. vgl. Diese Z. 246, 
| (1987). 

*) Diss. Erwin Elhardt, Techn. Hochschule Miinchen 1938. 

*) Diese Z. 246, 31 (1937). 

‘) H. Fischer u. H. J. Hofmann, Diese Z. 246, 15 (1937). 

*) H. Fischer u. J. Hilger, Diese Z. 140, 241 (1924). 


’) H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. 450, 134 (1926). 
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Der Grundkérper aller Porphyrine ist das Porphin Ia, dessey 
Synthese in neuerer Zeit H. Fischer und W. Gleim?) sowie 
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P. Rothemund?) gelungen ist; doch sind die Ausbeuten jp 
beiden Fallen sehr gering. Eine ergiebigere Porphinsynthese wiire 
sehr wichtig; denn durch Einfiihrung verschiedener Gruppen ip 
dieses einfachste Porphyrin lieBe sich der EinfluB der eingefiihrten 
Substituenten auf den Bau der Absorptionsspektren der Porphyrine 
gut studieren. Deshalb wurde in vorliegender Arbeit die Synthes: 
des Octachlorporphins (1b) versucht, um vielleicht von diesem 
Porphyrin aus durch Eliminierung des Chlors in besserer Aus- 
beute zum Porphin zu gelangen. 

In den letzten Jahren gelang es H. Fischer und Mitarbeiter 
in das Porphyringeriist an Stelle der Methingruppen (e, f, ;. 0 
Stickstoffatome einzubauen und auf diese Weise zu Imidoporpliy- p 
rinen zu gelangen. So wurden Monoimido-’*), Diimido-*) und Tetra- 
imido-porphyrine ®) synthetisiert. Fiir das 2,0-Diimido-iitioporphyrin 
gingen W. Metzger und H. Fischer dabei aus vom 4,4’-Dimetliy!- 
3, 3’- diiithyl- pyrromethen -5,5’-diiithyl-urethan-hydrochlorid sowie §& 7 
vom autoxydierten 2,4-Dimethyl-3-ithylpyrrol-5 -iithyl-urethan: 3 
beide Kérper liefern beim Umsatz mit Phenylhydrazin das er- § p 
wihnte Stickstoffporphyrin. Durch diese Synthesen gewann der 
Curtiussche Abbau in der Pyrrolreihe neue Bedeutung, weshial! 
auch er in dieser Arbeit an einigen Pyrrolen durchgefiili 
wurde. \ 


4 


') Liebigs Ann. 521, 157 (1936). 

*) Chem. Z. 1936, I, 562 u. 4736; J. Amer. Chem. Soc. 57, 2010 (1955 
58, 625 (1936). 

3) H. Fischer u. W. Friedrich, Liebigs Ann. 525, 154 (1936). 

‘) H. Fischer, H. Haberland u. A. Miiller, Liebigs Ann. 621, 122 
(1935); W. Metzger u. H. Fischer, Liebigs Ann. 527, 1 (1937). 

°) H. Fischer u. F. Endermann, Liebigs Ann. 531, 245 (1937): 
vgl. auch A. Stern u. Fr. Pruckner, Z, physik. Chem. (A) 178, 420 (195% 
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lessen Denselben Ring aus 8 Kohlenstoff-, 6 tertiiren und 2 sekun- 
SOW! diren Stickstoffatomen wie die oben erwihnten T'etraimido-porphy- 
rine enthalten auch die Phthalocyanine. H.de Diesbach und 
y.d. Weid?) hatten 1927 bei der Umsetzung von Phthalonitril 
" mit Kupferbromtir in Pyridin einen blauen Farbstoff erhalten, 


ohne aber seine Struktur niher zu erforschen. R. P. Linstead?) 
Cl | bewies spiiter, daB es sich bei diesem Kérper um das Kupfersalz 
des Phthalocyanins handle. Zahlreiche Phthalocyaninderivate 
wurden von Linstead und seinen Mitarbeitern synthetisiert; auch 
die Struktur dieser Farbstoffe wurde von Linstead aufgekliirt im 
Sinne folgender Formel: 
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; : \ as" 
tern ‘ ‘ ae ee 
‘ Die Synthese der Phthalocyanine gelingt sehr glatt, wenn 
se Phthalonitril mit Metallen oder Metallsalzen, z. B. in Chinolin- 


lisung, erhitzt wird. Hierbei bilden sich die heterocyclischen 


hyrin es pe ' : 
ae Fiinfringe des Farbstoffes erst beim Zustandekommen des Farb- 
THY = 4 | ee . - . . . . . 
stolimolekiils aus. Nach diesem Prinzip gelangen dann in neuester 

5 ( \ "7 . . . e io ee 
t Zeit elegante Porphyrinsynthesen, bei denen nicht, wie friiher, 
ein- oder mehrkernige Pyrrolderivate als Ausgangsmaterial dienten. 
B Ci 


Besonders seien hier erwihnt die Arbeiten von H. J. Helberger 
uid Mitarbeitern iiber Benzoporphine®), die schlieBlich zur Synthese 
(es Kohlenstoff-isologen des Phthalocyanins, des freien Tetra- 
henzoporphins, fiihrten*), dessen Synthese R. P. Linstead und 
Noble®) vergebens versucht hatten; ferner gelang nach diesem 


', Helvet. chim. Acta 10, 886 (1927). 
L930): *) R. P. Linstead u. Mitarb., Chem Z. 1934, LI, 2073—2076; J. chem. 
soc. London 1934, 1016—1039. 
 H. J. Helberger, Liebigs Ann. 529, 205 (1937); H. J. Helberger 


, ie ou. A. vy. Rebay, Liebigs Ann. 531, 279 (1937). 
; ‘) H. J. Helberger, A. v. Rebay u. D. B. Hever, Liebigs Ann. 533, 
gots 97 (1938), 


*) Chem. Z. 1937, LH, 2170; J Chem. Soc. 1937, 933. 
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Prinzip A. H. Cook und R. P. Linstead!) die Synthese des Ovtg. 
phenyl-tetraimido-porphyrins (von diesen Autoren als Octa-pheny). 
porphyrazin bezeichnet). | 

Linstead iibertrug die ,,Phthalocyaninreaktion“ mit wechseln- 
dem Erfolg auch auf o-Dinitrile anderer Ringsysteme?) und stellte 
hierbei fest, daB das von ihm synthetisierte 2,5-Dimethyl-3, 4. 
dicyanpyrrol diese Reaktion nicht gibt. Das war theoretisch zy 
erwarten, da der mit 3 bezeichnete Kern des Phthalocyanins 
o-chinoid ist, und es zumindest zweifelhaft erscheint, ob aus einem 
3,4-Pyrrol-dinitril sich ein o-chinoider Pyrrolkern ausbilden kann, 
Viel eher ist dies bei 2,3-Dicyan-pyrrolen anzunehmen. Beyor 
Linsteads Arbeit iiber Cyanpyrrole erschien, wurde deshall die 
Synthese solcher 2,3-Dicyan-pyrrole versucht und auch erfolgreich 
durchgefiihrt, wihrend Linstead die Synthese eines 2,3-Pyrrol- 
dinitrils nicht gelungen ist*). 

Zur Bearbeitung der hier angedeuteten Probleme wurde die 
Synthese der nétigen Pyrrolderivate auf breiter Grundlage in 
Angriff genommen. 

So wurde zuniichst das 2-Methyl-4-cyanmethyl-5-carbiathoxy- 
pyrrol*) nochmals auf die Reaktionsfahigkeit seiner #-Stellung 
hin untersucht. H. Fischer und A. Miller®) war die Einfiihrung 
der Aldehydgruppe nach der Fischer-Zerweckschen Methode 
nicht gelungen, ebensowenig die Kondensation mit Methoxy- 
malonester. Diese Reaktionstriigheit der freien 3-Stellung ist 
um so auffallender, da beim 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol, von 
dem sich obiges Pyrrol nur durch die Cyangruppe in der Seiten- 
kette unterscheidet, die Einfiihrung der Aldehydgruppe sehr glatt 
und mit quantitativer Ausbeute gelingt. Es wurde nun die Ei- 
fiihrung der Formylgruppe nach Gattermann durch Einwirken 
von Chlorwasserstoff und Kohlenoxyd in Ather bei Gegenwart von 
Aluminiumchlorid und Kupferchloriir versucht; sie gelang aber 
nicht. Kondensationsversuche mit Acetylen-dicarbonsiiure und 
deren Dimethylester blieben ebenfalls erfolglos. Auch Chlor-acety!- 
chlorid greift unter den Bedingungen der Friedel-Craftsschen 
Reaktion das Pyrrol nicht an. Brom reagiert auch bei Anwendung 
der verschiedensten Lésungsmittel nicht mit dem Pyrrol. Bei 


1) Chem. Z. 1937, II, 2170; J. Chem. Soc. 1937, 929. 

2) Chem. Z. 1937, I], 2168—2169; J. Chem. Soc. 1937, 911, 922. 
5) Linstead u. I. A. Bilton, Chem. Z. 1937, II, 2169. 

4) E. Benary, Ber. chem. Ges. 53, 2218 (1920). 

5) Diese Z. 246, 36 (1937). 
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kurzem Erwairmen mit Brom ohne Lésungsmittel bleibt der Koérper 
unverandert; bei lingerem Erhitzen tritt Verschmieren ein, ohne 
daB Bromwasserstoffentwicklung zu beobachten wiire. Dagegen 
creift Sulfurylehlorid das Pyrrol an, und je nach den angewandten 
Bedingungen entstehen verschiedene Chlorkérper, meist Gemische. 
[as 2-'l'richlormethyl-3-chlor-4-cyanmethyl-5-carbithoxy-pyrrol (I11) 
wurde isoliert. Der K6rper liefert beim Verkochen mit Sprit ein 
()l, das beim Verreiben mit Ather erstarrt. Wahrscheinlich ent- 
steht Pyrrol IV. Zur analysenreinen Darstellung des Ké6rpers 
reichte die geringe Menge nicht aus. Mit 4 Mol Sulfurylchlorid 
und anschleBendem Verkochen mit Wasser wurde ein Kdorper 
erhalten, dessen Analyse iiberraschenderweise die Bruttoformel 
" HON, fordert, dem demnach die Struktur V zukommen diirfte. 
Ys scheint also hier Chlorierung der #-Stellung erst dann zu er- 
ae wenn zuvor die «-stindige i adincaiee vollig aufchloriert 
wurde. Auch wird offenbar die ¢-Carbithoxygruppe sehr leicht 
verseift. Vielleicht gelingt in Kérper V die Einfiihrung der Formy]- 
cruppe in die 3-Stellung. 





NC-C /H,- ne th NC-CH, ) 
snail eta IV COOC,H, statt CCl, wool, J COOH 
: a -— 

IT] H V H 


Beim 2-Methyl-4-essigsiuremethylester-pyrrol'), das ebenfalls 
untersucht wurde, gelang nach der Fischer-Zerweckschen 
Methode die Einfiithrung der Formylgruppe. Der Aldehyd (VI) 
wurde durch sein Oxim charakterisiert. Die Kondensation mit 
Cyan-essigester gelang ebenfalls; der erhaltene Korper (VII) lieB 
sich nicht zur Krystallisation bringen, aber durch Umfiallen und 
Extrahieren reinigen. Leider gelang auch bei diesem Pyrrol die 
Kinfiihrung der Aldehydgruppe in die f-Stellung nicht. 

Dies Verhalten ist um so auffilliger, als bei dem 2,4-Dimethyl-5-(@-cyan- 
)- carbiithoxy ‘)vinylpyrrol, das sich also von VII nur durch Ersatz des 
C Curhmethoxpreste in $-Stellung durch Wasserstoff unterscheidet, die Kin- 

irung des Formylrestes in §-Stellung gelingt, allerdings mit miiBiger 
sbeute. Durch Behandlung mit konzentrierter Lauge liBt sich dann aus 
‘esem Produkt das 2,4-Dimethyl-3, 5-diformylpyrrol gewinnen. Einen Vorteil 
itzt allerdings dieses Verfahren vor dem friiher beschriebenen nicht’). 


') H. Fischer u. A. Miller, Diese Z. 246, 36 (1937). 

3 as Fischer u. H. Wasenegger, Liebigs Ann. 461, 295 (1928); 
cher u. K. Zeile, Liebigs Ann. 462, 226 (1928). 
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onc-_3-cH, ¢.H,ooe c-HC-L_-cH, 
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CH, -—--CH,-CH,-COOCH, 
C, 1,000-| -coocn, 
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Ferner wurde die 2-Carboxy-4-methyl-5-carbithoxy-pyrro!- 
3-propionsiiure auf die Reaktionsfihigkeit der f-stiindigen Methyi- 
gruppe hin untersucht. Wie schon H. Fischer und W.Lamatsch’ 
fanden, wirkt Brom aut das Pyrrol nicht ein. Ebenso wenig greilt 
Sulfurylchlorid an. Die Saéure wurde deshalb mit Diazomethan 
verestert. Auch das so erhaltene Pyrrol VIII ist gegen Brom 
indifferent, reagiert aber deutlich mit Sulfurylchlorid. Alle Be- 
miihungen, den 4-Monochlor-methyl-kérper zu fassen, blieben jedoch 
erfolglos; es wurde nur ein Ol erhalten. Wenn nach wochen- 
langem Stehen oder beim Behandeln mit verschiedenen Lésungs- 
mitteln geringe Mengen eines krystallisierten Ké6rpers  gefati 
werden konnten, so erwies sich dieser stets als unangegrifienes 
Ausgangsmaterial. Umsetzung des Oles mit Cyankalium gelang 
in der Kalte nicht, beim Erwirmen trat Verschmieren ein. ‘Tage- 
langes Kochen des Oles mit Wasser lieferte in sehr geringer 
Menge einen krystallisierten Stoff vom Schmelzp. 136°, dessen 
Analyse aber iiber die Konstitution keine Entscheidung zuliel. 
Uberschiissiges Sulfurylchlorid reagiert heftig mit dem Pyrrol VIII. 
Krystallisierte Produkte konnten beimVerkochen nicht gefaBt werden. 

Der Versuch das 2-Methyl-3-acrylsiiure-5-carbithoxy-pyrro! 
sowie das 2-Methyl-3-propionsiiure-5-carbithoxy-pyrrol*) mit 
Monochloressigsiure und Aluminiumchlorid umzusetzen, miBlang. 
Da auch bei Einwirkung von Diazoessigester auf das letztgenannte 
Pyrrol kein fester Kérper gefalit werden konnte, ist die Synthese 
eines #-Kssigsiiure-§’-propionsiiure-pyrrols nicht gelungen. 

Um die Synthese des Octa-chlor-porphins angehen zu 
kénnen, wurde das 2-Methyl-5-carbiithoxy-pyrrol der Chlorierung 
unterworfen. Mit 3 Mol Sulfurylchlorid entstand das sebr gut 
krystallisierende 2-Monochlormethyl-3, 4-dichlor-5-carbithoxy- 
pyrrol (IX), zu dessen Identifizierung Methoxy-, Athoxy- und 
) Liebigs Ann. 462, 246 (1928). 

*) H. Fischer u. M. Hussong, Liebigs Ann. 492, 141 (1932). 
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Anilino-derivat hergestellt wurden. Die Verkochung mit Wasser 
filbrte zu zwei K6érpern, von denen sich der im Wasser ldsliche 
als Carbinol (X), der unldsliche als 3,3’,4,4’-Tetrachlor-5,5’-di- 
carbiithoxy-pyrromethan (XI) erwies. Wird mit wenig Wasser 
lingere Zeit verkocht, so gelingt eine fast quantitative Uber- 
fiihrung des Chlorkérpers in das Methan. Dabei tritt starker 
Formaldehydgeruch aut. 


Cl--——,-Cl Cl--——-, -Cl Cl- ~O) 
} | | | 
1 ‘ 1 | ‘ ‘ ‘ ‘ ! ‘ 1 ‘ 
C,H, 006 “\ CHC! C,H,OOC- ee CH, . -C000, 0, 
N N N 
IX II H XI H 
X CH,OH statt CH,Cl XII COOH statt COOC,H. 


Die Verseifung des Methans gelang; beim Umkrystallisieren 
der Methan-dicarbonséure (XII) treten allerdings betrichtliche 
Verluste auf. Bei Kinwirkung von Brom auf die Siiure entwickelt 
sich Bromwasserstoff; ein schwarzes, unschmelzbares Produkt 
wurde in geringer Menge erhalten, das sich nicht umkrystallisieren 
lie} und beim Verkochen mit Ameisensiiure kein Porphyrin 
lieferte. Auch Sulfurylchlorid wirkt schon bei gewdéhnlicher 
‘Temperatur auf die Methan-dicarbonsiiure ein; doch konnte aus 
der roten Lésung (Methenspektrum) noch kein krystallisierter 
Kérper erhalten werden. ‘Tagelanges Kochen des Kérpers XII 
nit Ameisensiiure-Formalin lieferte kein Porphyrin. Dagegen 
<onnte nach vorsichtigem Zersetzen der Siure und Aufnehmen 
it Chloroform beim Bestrahlen mit ultraviolettem Licht geringe 
luorescenz beobachtet werden; auch war ein Porphyrinspektrum 
angedeutet. Am giinstigsten erwies sich aber bis jetzt kurzes 
ochen der Methan-dicarbonsiiure in Chinolin. Nach Reinigen 
les erhaltenen schwarzen Produkts durch Extraktion mit Methyl- 
alkohol konnte durch Chloroformextraktion eine rétlichbraune 
Lisung mit starkem Porphyrinspektrum erhalten werden. Diese 
Versuche sind noch in Bearbeitung. 

Weiterhin wurde der Chlorkérper [X mit Ameisensiiure ver- 
kocht, wobei zwei gut krystallisierende Kérper entstanden. Der 
cine, in Ameisensiiure schwer lislich, zeigte gelbe Farbe, nach oft- 
waligem Umkrystallisieren wurde er fast farblos. Schmelzp. 211°. 
Mit dem ebenfalls bei 211° schmelzenden Methan (XI) tritt im 


] 
] 
I 


T° . > . ° 
Mischschmelzpunkt keine Depression auf. Es handelt sich also um 


\Orper XI. Oxydation des Methans mit Ferrichlorid zum Athan 
telang nicht; auch Brom wirkt in Eisessiglésung nicht ein. 
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Der andere Kérper, aus dem ameisensauren Filtrat mit 


Wasser gefallt, bildet weiBe, bei 168° schmelzende Nadeln. |)je 
Analyse stimmt auf die Formel ©,H,O,NCl, Dem Kérper 


kommt demnach die Struktur des Ameisensiiureesters des 2-Pyriy|- 
carbinols XIII zu. Die Titration des Kérpers mit 0,1 n-Natron- 
lauge, in der Kalte durchgefiihrt (um Verseifung zu vermeiden), 
ergab als Aquivalentgewicht 282. Molekulargewicht ist 204.1, 
Auf den ersten Blick scheint damit eine freie Carboxygruj ye 
bewlesen zu sein, und man kénnte dem Pyrrol auch die Kon- 
stitution XIV zuschreiben. Es ist aber zu beriicksichtigen, daf 
auch die Kérper XV und XXIX, ohne eine freie Carboxygruj)pe 
zu besitzen, etwa ebenso sauer reagieren wie dieser Korper (Zu- 
sammenstellung der Titrationsergebnisse am Ende des praktischen 
‘Teils). Dagegen reagieren Pyrrole, die wie Kérper XIV eine 
freie Carboxygruppe besitzen, stets etwas stiirker sauer (z. B. 
Kérper XVIII und XXX), so daB nach dem Titrationsergehnis 
Forme! XIII mindestens ebenso wahrscheinlich ist wie Formel XI). 
Auch ist Formel XIV nach der Darstellungsweise des Kérpers 
sehr unwahrscheinlich, Um Formel XIII zu beweisen, wurde die 
Verseifung des Kérpers mit wiabrig-alkoholischer Kalilauge 
versucht, die aber zu braunen Produkten fiihrte, aus denen 
kein kystallisierter Kérper erhalten werden konnte. Kin Ver- 
esterungsversuch mit Diazomethan verlief negativ, was ebenfalls 
Formel XIII stiitzt. 


 —— + -— a 
{| 1 | 
’ YI] i ere 1 ‘io Ln 10 
C,H,0OC CH,OCHO C,H,000-\__)-CH,COOH 
Xl sox XIV #H 


Chlorierung des 2-Methyl-5-carbithoxy-pyrrols mit 5 Mol 
Sulfurylchlorid und Verkochen mit Sprit fiihrte wie erwartet zum 
3,4-Dichlor-2,5-dicarbithoxy-pyrrol (XV), das in langen Naieln 
ausgezeichnet krystallisiert. Durch Verseifung wurde aus ilim 
die freie 3,4-Dichlor-pyrrol-2,5-dicarbonsiiure (XVI) erhalten, 
deren Kntstehung als Nebenprodukt neben dem _ 3, 4-Dichilor- 
2,5-diformyl-pyrrol von U. Colacicchi?) bei der Chlorierung von 
2,5-Dimethyl-pyrrol beobachtet worden war. Die Decarboxylierung 
der Dicarbonsiure ist nicht gelungen. 

Der Versuch, den bei der Chlorierung des 2-Methy]l-5-carb- 
iithoxy-pyrrols mit 5 Mol Sulfurylchlorid vermutlich auftretenden 


') Atti Acead. naz. Lincei (5) 19, I, 645 (1910); Chem. Z. 1911, I, Slo. 
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Cl- Cl--—_-Cl 
q | 0 
‘ = Re ‘ ’ + & 14 
C,H;OOC-\_ _--COOC,H; C,H,0OC ‘Se C on 
xv oH XVII H 

XVI COOH statt COOC,H, XVIII COOH statt COC! 
XIX H statt COCI 


Zwischenkérper mit 5 Chloratomen zu isolieren, fiihrte zu einem 
iiberraschenden Ergebnis. Das erhaltene Ol war zuniichst nicht 
zur Krystallisation zu bringen, lieferte aber bei tagelangem 
Stehen im Exsiccator iiber Atznatron, rascher jedoch beim Stehen 
an der Luft, einen festen Stoff, der sich aus Benzol umkrystalli- 
sieren lieB. Die Analyse stimmte nicht auf den erwarteten 
Kérper C,H,O,NCI,, aber gut auf einen Koérper C,H,O,NCI,. Es 
also Ersatz zweier Chloratome durch ein Sauerstoffatom ein- 
setreten. Dem Koérper muB demnach die Struktur eines Siure- 
chlorids (XVII) zukommen, das sich anscheinend aus dem sicher 
urspriinglich entstandenen Penta-chlorkérper durch teilweise 
Hydrolyse gebildet hat. Uberraschend ist die groBe Bestiindigkeit 
dieses Siurechlorids, das aus Benzol in schénen Nadeln erhalten 
werden kann, an der Luft haltbar und nicht hygroskopisch 
ist, wihrend alle bisher bekannten Pyrrolsiiurechloride recht 
hestiindige Kérper darstellen. Es bot sich nun hier Gelegenheit, 
ein Pyrrolsiurechlorid auf einige allgemeine Siurechloridreak- 
tionen hin zu untersuchen; die dabei erhaltenen Kérper bewiesen 
gleig pra vollends die Struktur des Ausgangsmaterials. 

Beim Vv erkochen mit Wasser entstand die Carbonsiiure XVIII 
lieser Kérper wurde auch durch Verarbeitung der bei der Siiure- 
~htondigmiliens anfallenden Mutterlaugen in extlinecs Menge dar- 
gestellt) Die Decarboxylierung dieses Pyrrols_ stieB auf groBe 
Schwierigkeiten, da bei der nétigen hohen Temperatur von 275° 
griitenteils Zersetzung eintritt, ferner auch ein Teil der Siure 
unyeriindert sublimiert. In geringer Menge konnte der «-freie 
Korper XIX isoliert werden, der in der Kite positive Ehrlich- 

Reaktion zeigt. Auch Porphyrinbildung ist bei der Brenz- 
eaktion in geringem MaBe eingetreten; denn bei Extraktion des 


schwarzen Riickstandes mit Chloroform konnte ein deutliches 


Porphyrinspektrum beobachtet werden. Es diirfte sich lohnen, die 
Reaktion noch niher zu untersuchen. 
Mit Alkohol liefert das Siurechlorid das 3,4-Dichlor-2,5- 


(licarbitthoxy-pyrrol (XV). (Durch Verkochung von Saurechlorid- 
nutterlangen mit Alkohol wurde in einem Falle statt dieses 
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Kérpers ein gut krystallisierender Stoff von héherem Schmelzpunkt 
cefaBt, dessen Konstitution fraglich ist.) Mit Anilin entsteht ays 
dem Siurechlorid das Carbanilid, mit Hydrazinhydrat das Siiure- 
hydrazid, mit Ammoniak das Siureamid (XX). Dieser Kérper 
liefert beim Kochen mit Essigsiiureanhydrid nicht das erwartete 
Cyanpyrrol der Bruttoformel C,H,O,N,Cl,, sondern einen schiy 
krystallisierten Kérper vom Schmelzp. 121°, dessen Struktur nichit 
aufgeklirt ist. In Frage kiime vielleicht noch die Konstitution XX] 
(Bruttoformel C,,H,. 0, N,Cl,); doch stimmt die Analyse viel besser 
auf einen Korper der Formel C igH, )0,N,Cl,, fiir den sich aber 
kaum eine nace Konstitutionsformel finden lassen wird. 


| oa } || COCH 
ln . ant | ’ \f 
C,H, s00C~__ _--CONH, C,H,OOC L3-co-n¢ a 
Ni N COCH 
xx XxXI 4H 
Cl +-C 
| | OH 
C,H,00C- '-C—CH, 
YY \CH, 
XXII H 


Mit Hydroxylamin umgesetzt liefert das Siurechlorid die 
entsprechende Hydroxamsiure; dieser Koérper gibt mit Ferm- 
chloridlésung Violettfirbung, mit Kupfervitriollésung entsteht ein 
eriinlicher Niederschlag. Mit iiberschiissigem Methyl-magnesiun- 
jodid wird aus dem Siurechlorid der tertiiire Alkohol XXII er- 
halten; es ist also Umsatz mit 2 Mol Grignardverbindung ein- 
setreten. 

Uberraschend verlief die Umsetzung mit Natrium, mit welchen 
ja Siurechloride im allgemeinen nicht reagieren, w: sdesahedalish 
weil sie nur bei Gegenwart von Wasserspuren reaktionsfihig sind. 
Durch 12stiindiges Kochen mit iiberschiissigem Natriumstau) in 
absolutem Benzol wurde aus dem pial naormenn neben freer 
Siure (XVIII) auch das 3,3’,4,4’-Tetrachlor-5, 5’-dicarbithoxy-di- 
pyrryl-diketon (XXIIT) erhalten, das gut krystallisier t. Die Analyse 
stimmt ausgezeichnet, so daB an der Konstitution des Jsérpers 
nicht gezweifelt werden kann. Daf nicht etwa durch Kondensation 
von 4 Mol unter Chloraustritt ein Derivat eines ungesiittigten 
Glykols!) entstanden ist, wurde durch die Molekulargewichits- 


!) V. Meyer, Ber. chem. Ges. 21, 809 (1888), Anmerkung; H. Klinge? 
u. L. Schmitz, Ber, chem. Ges. 24, 1271 (1891); A. Basse u. H. Klinger’, 
Ber. chem. Ges. 31, 1217 (1898). 
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hestimmung bewiesen, die einen auf das Diketon stimmenden 
Wert ergab. Diese Umsetzung zeigt, daB die Wurtzsche Synthese 
unter Umstiinden doch auf geeignete Siurechloride iibertragen 
werden kann und stellt einen neuen Weg zur Synthese von 1,2-Di- 
ketonen dar. 


“T | y Cl--—__-Cl Cl-,——__-Cl 
C,H,OOC-\__/-CO CO-\ _-COOC,H; C,H;0OC-\__-CON, 
N N N 
H XXIII H XXIV H 


XXV NH-COOCH, statt CON, 


An dem 3,4- Dichlor -5-carbithoxy - pyrrol - 2 - carbonsiiure- 
hydrazid wurde der Curtiussche Abbau weiter durchgefiihrt. Das 
\zid (XXIV) ist aus dem Hydrazid zwar erhiltlich, doch ist die 
direkte Synthese aus dem Saurechlorid durch Umsetzung mit 
Natriumazid bei weitem vorzuziehen. Man erhilt so das Azid 
sofort sehr rein und in recht guter Ausbeute. Durch Verkochen 
mit absolutem Methylalkohol wurde das sehr schén krystallisierende 
Methyl-urethan (XXV) erhalten. 

Auch das 3,4-Dichlor-2,5-dicarbithoxy-pyrrol (XV) wurde dem 
Curtiusschen Abbau unterworfen. Die Umsetzung mit Hydrazin- 
hydrat erfolgt, wie ja meist bei q@-stiindigen Carbithoxygruppen, 
sehr leicht, schon bei kurzem Kochen der Mischung im Becher- 
elas. Das Dihydrazid (XXVI) ist auBerordentlich schwer léslich, 
deshalb bereitete das Umkrystallisieren viel Miihe. Extraktion 
mit Pyridin lefert durch das notwendige lange Kochen stets gelb 
cefiirbtes Produkt. SchlieBlich gelang die Reinigung durch Lésen 
in Hydrazinhydrat und KingieBen in heiBen Alkohol. Zur Identi- 
fizierung wurde der Kérper mit Aceton umgesetzt. Mit salpetriger 
Siiure entsteht das Diazid (XXVIJ), das bei 144° sehr heftig ver- 
pufft und in rein weiBen Nadeln krystallisiert. Umsetzung des 
Diazids zum Dimethylurethan gelang nicht. Kurzes Kochen mit 
Methylalkohol hefert das Ausgangsmaterial zuriick; bei 2tiigigem 
Kochen erhilt man ein Ol, aus dem schlieBlich beim Behandeln 
mit Essigester und Ather einige Krystalle isoliert werden konnten, 
die sich aber als Ammoniumchlorid erwiesen. Demnach ist véllige 
Zersetzung des Pyrrols eingetreten. 

Um die Synthese des Octa-chlor-porphins gemitS der Fischer- 
Gleimschen Porphinsynthese (Kochen von «-Pyrrol-aldehyd mit 
Ameisensiure) versuchen zu kénnen, wurde die Synthese des 
2-F ormyl-3,4-dichlor-pyrrols (XXVIII) angegangen. Aus dem leicht 
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ol To wh To 
H,NNHCO- _!-CONHNH, H-\ _}-cHo 
Ye N 
XXVI H H 
XXVII _ statt _— XXVIII 
Ue a 
oe = C,H,00c-l__}-CHCI, 
a ¢ 
XXIK H XXXI H 


XXX COOH statt COOC,H, 


erhaltlichen 2-Chlormethyl-3,4-dichlor-5-carbiithoxy-pyrrol (|X 
wurde durch oxydative Verkochung mit Chromsiiurc—Kssigsiiure 
das 2-Formyl-3,4-dichlor-5-carbithoxy-pyrrol (X XIX) erhalten, 
aber mit unbefriedigender Ausbeute. Eine weitere Chlorierung 
des einmal isolierten Chlorkérpers IX war nicht durchfiihrbar, 
bei mehrstiindigem Kochen mit Sulfurylchlorid in absolutem Ather 
blieb das Pyrrol unverindert, ja, es lést sich in siedendem Sulfury!- 
chlorid auf und krystallisiert beim Erkalten unverindert aus. 
Doch gelang es, das 2-Dichlormethyl-3,4-dichlor-5-carbithoxy- 
pyrrol (XXXIJ) durch Chlorierung des 2-Methyl-5-carbiithoxy- 
pyrrols mit 4 Mol Sulfurylchlorid unmittelbar zu erhalten. Ks 
liBt sich durch seine Léslichkeit in kaltem Petrolither von den 
anderen Chlorierungsprodukten trennen und krystallisiert recht 
gut in prismatischen Nadeln. Durch Verkochen mit Sprit und 
Wasser liefert es leicht den Aldehyd XXIX, von dem nach der 
iiblichen Methode das Oxim dargestellt wurde. Verkocht man 
gleich mit Natronlauge, so entsteht direkt das 2-Formy]l-3, 4-di- 
shlors 5-carboxy-pyrrol (XXX), das auch durch Verseifen seiues 
Athylesters XXIX erhiiltlich ist. Die Decarboxylierung zum 
Koérper XXVIII gelang leider nicht; der Aldehyd XXIX lilt 
sich mit starker Natronlauge im Kupferkolben zwar verseifen 
doch bleibt die Carboxyg gruppe am Pyrrol. Mit Brom reagicr' 
der Kérper XXX in der Hitze unter Bromwasserstoffentwicklung, 
wobei offenbar ein Methen entsteht. Die Reaktion konnte leider 
nicht mehr niher untersucht werden. Beim Kochen mit Ameisen- 
siure—Formalin lieferten weder die Aldehyde XXIX und X\\, 
noch die Sduren XVI und XVIII Porphyrin. 

Als weiteres Ausgangsmaterial fiir eine neue Porphinsynthese 
wurde das 2,5-Dimethyl-3, 4-dicarbiithoxy-pyrrol herangezogen, aus 
welchem 2,5-Dimethyl-pyrrol leicht erhiltlich ist. Die Darstellung 
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des 3,4-Dichlor-pyrrol-2,5-dialdehyds') aus diesem Pyrrol verlief 
sehr unbefriedigend, ebenso Bromierungsversuche am 2,5-Dimethyl- 
pyrrol?). Deshalb wurde das 2,5- Dimethyl- 3,4-dicarbithoxy-pyrrol 
der Chlorierung unterworfen, wobei inl Zugabe von 2 Mol 
Sulfurylchlorid der Chlorkérper XXXII ausfillt. Die Verkochung 
dieses tei lieferte kein krystallisierendes Produkt). 


',H,00C- CI COOC,H; C,H, ii tt ens H. 
\| 
CICH,~ )Lon,c1 OHC- L _--CHO 
‘a a 
XXXII H XXXII H 


Durch weitere Chlorierung konnte auch das 2,5-Di-(dichlor- 
ethyl)-3,4-dicarbithoxy-pyrrol erhalten werden. Auch die Ver- 
kochung dieses Pyrrols bereitete groBe Schwierigkeiten und verliuft 
einheitlich. Wird mit 50°/,igem Alkohol 2 Tage gekocht, so 
otha man einen Kérper, dessen Struktur nicht aufgeklirt ist. 
Uberraschend ist der hohe Stickstofigehalt der Substanz. Bei Zu- 
satz von etwas Sodalésung entsteht ein Kérper, der ausgezcichnet 
krystallisiert, aber sehr viel Asche enthilt. Trotz der schlecht 
stimmenden Analyse scheint die glatte Umsetzung mit Pheny]l- 
hydrazin, wobei offenbar ein Diphenylhydrazon entsteht, dem Kérper 
die Struktur des 3,4-Dicarbithoxy-pyrrol-2,5-dialdehyds (XX XITI) 
zuzuwelsen. 
Einwirkung von 8 Mol Sulfurylehlorid auf das 2,5-Dimethyl-3, 4-di- 
Se pyrrol lieferte ein Ol, aus dem nach ziemlichen Schwierigkeiten 
n Kérper erhalten werden konnte, der nach Analyse 5 Chloratome enthiilt. 
[it 10 Mol Sulfurylehlorid entstand ebenfalls ein Ol. Nach 2tigigem Ver- 
chen mit Alkohol und wochenlangem Stehen des nach dem Abdampfen 
des Alkohols zuriickbleibenden Oles schieden sich Krystalle aus. Aus 
\ikohol umkrystallisiert, Schmelzp. 78°. Nach der Analyse liegt nicht, wie 
erwartet wurde, das Tetra-carbithoxy-pyrrol vor, sondern das 2, 5-Di-(tri- 
chlormethyl)-3, 4-dicarbiithoxy-pyrrol (XXXIV), in dem offenbar die Chlor- 
atome sehr fest sitzen, dessen Analyse aber besser auf einen Mebrgehalt 
von 2 Sauerstoffatomen stimmt. Verkochen des 6ligen Chlorkérpers mit 
Wasser lieferte Schmieren mit geringem Ansatz zur Kystallisation, mit 
Natriumalkoholat erfolgt unter Erwirmung Umsatz, mit Hydrazinhydrat 


tritt heftige Reaktion ein unter Bildung eines gelben Kérpers, der sich 


st iiber 300° zersetzt (Rohprodukt). Die nihere Untersuchung dieser Be- 
fans wurde zuriickgestellt. 
Auch Bromierung des 2,5- Dimethyl- 3,4-dicarbithoxy-pyrrols wurde 


versucht. at 2 Mol Brom entsteht in Ather ein orangegelber Kérper, der 


{ 


) U. : Maile, Atti Acead. naz. Lincei (5) 19, II, 645 (1910); 
hem. Z. 1911, I, 815. 
*) Diese Versuche wurden von Herrn Heinz Hiineke durchgefiihrt. 
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im Exsiccator iiber Atznatron haltbar ist. An der Luft zieht er Feuchtig 
keit an und verschmiert rasch. Er lat sich durch Sulfurylchlorid weite; 
chlorieren, durch Verkochen des Oles konnte aber kein krystallisierendes 
Produkt gefaBt werden. 

Wird der Bromkorper in der Kiilte in Aceton geldést, so entfiirbt sich 
die orangegelbe Lésung rasch, es tritt Bromaceton auf. Nach einigey 
Stunden scheidet sich ein Kérper vom Schmelzp. 240° ab. Derselbe Kérper 
wird durch Umsetzung des Bromkérpers in der Kilte mit Alkohol erhalten, 
Die Analyse des neuen, alkaliléslichen Kérpers ergab iiberraschenderweise 
Werte, aus denen sich die Bruttoformel C,,H,,0O,N ergibt. Es handelt sich 
zweifellos um das 2, 5-Dimethyl-3-carboxy-4-carbithoxy-pyrrol (XXXV). Der 
bei der Reaktion entstehende Bromwasserstoff diirfte die Verseifung dey 
einen Carbithoxygruppe hervorrufen. Der Korper zeigt in der Hitze positiye 
Ehrlichsche Reaktion. Er reagiert mit Brom und mit Sulfurylehlorid 


nolL -COOC,H, | COOH 

C1,C CCl; cu, Len, 
a N 

XXXIV H XXXV H 
~C,H,00C COOC,H; 


| | 
CH,-\__)-CH; 
XXXVI _Br, 

Mit Anilin in der Kilte umgesetzt, liefert der genannte Bromkérper 
2,5-Dimethy]1-3, 4-dicarbiithoxy-pyrrol; demnach diirfte ihm perbromidartige 
Struktur (XXXVI) zukommen. Hierfiir spricht auch der Bromwert der 
Analyse, wiihrend die Kohlenstoff- und Wasserstoffwerte viel zu_niedrig 
sind (niiheres vgl. Diss. E. Elhardt, T. H. Miinchen 1938, sowie Experi- 
menteller Teil). 

Dem Curtiusschen Abbau wurden noch zwei weitere Pyrrole 
unterworfen, Das 2,4-Dimethyl-3-cyan-5-carbithoxy-pyrrol lieferte 
in normaler Weise iiber Hydrazid und Azid das schén krystalli 
sierende Methyl-urethan XXXVII. Auch aus dem 2,3,4-Trimethiy!- 
5-carbithoxy-pyrrol wurden Hydrazid und Azid (XXXVIIJ) dar- 
gestellt. Das Azid liefert beim Verkochen mit Methylalkohol einen 
Sirup, aus dem sich nach Stehen an der Luft allmiéhlich ein 
Kérper von der Bruttoformel C,H,,O,N,, gegeniiber C,H, ,0,\,, 








14/3+N9) 
der Bruttoformel des normalen Met thyl-urethans, abschied. 
eyes CH,- [ [ 
, . | 
siiiiinaia teal N,CO- No 7 CHs 
XXXVII_ H XXXVIII H 


Dieses Auftreten sauerstofireicherer Urethane statt der nor- 
malen wird stets beim Verkochen der a-Carbazide rein alkylierter 
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Pyrrole mit Alkohol beobachtet. Entdeckt wurde diese Er- 
scheinung von H. Fischer, O. Siis und F. G. Weilguny?) beim 
9 4-Dimethyl-3-athyl-pyrrol-5-carbonsiiureazid und beim 2,4-Di- 
methyl-pyrrol-5-carbonsiureazid; spiter wurde dasselbe von 
H. Fischer und A. Schafer?) beim 2-Methyl-3,4-diaithyl-pyrrol- 
5-carbonsiureazid und von W. Metzger und H. Fischer’) beim 
9. 4-Dimethyl-3-ithyl-pyrrol-5-carbonsiureazid (bei der Umsetzung 
mit Benzylalkohol) festgestellt. Ks handelt sich hierbei offen- 
sichtlich um Autoxydation, iiber den Sitz des itiberzihligen Sauer- 
stoffatoms kann noch keine bestimmte Aussage gemacht werden. 
Ks besteht die Méglichkeit, daB der Sauerstoff in der a-stiindigen 
Methylgruppe sitzt, daB also in obigem Falle dem Koérper C,H, ,0,N, 
die Struktur des 2-Oxymethyl-3, 4-dimethyl-pyrrol-5-methyl- 
urethans XXXIX zukommt. Um diese Hypothese zu _priifen, 
wurde die Synthese des Kérpers XXXIX versucht. Zu diesem 
Zweck wurde das Azid XXXVIII mittels 1 Mol Sulfurylchlorid 
in den e-Monochlorkérper XL verwandelt, der sich als etwas 
lichtempfindlich erwies. Die Verkochung dieses Kérpers zum 
Carbinolazid XLI ist aber nicht gelungen; es wurde zwar durch 
Verkochen mit Aceton-Wasser bei 55—60° ein sehr lichtempfind- 
licher Kérper gefaBt, der die Azidgruppe noch enthielt, mit dem 
Chlorkérper XL im Mischschmelzpunkt auch Depression ergab, 
aber auch noch Chlor enthielt und bei der Analyse unbefriedigende 
Werte lieferte. Wahrscheinlich handelte es sich um ein Gemisch. 
Kine Probe dieses Kérpers mit Methylalkohol kurz gekocht, lieB 
beim Abkiihlen unveriinderten Chlorkérper XL auskrystallisieren ; 
aus der Mutterlauge konnte kein weiteres festes Produkt mehr 
erhalten werden. 








CH, Tr CH,-;—CH, Cie —,on 
| 1 | | 
CH,OOC-NH-\_}-CH,OH = N,C0O-._}-cH,C1 N,CO-L_!-CH,OH 
N N N 
XXXIX H XL H Sti 


Durch Chlorierung des Azids XXXVIII mit 2 Mol Sulfuryl- 
chlorid entstand der ebenfalls lichtempfindliche Dichlorkérper XLH, 
der beim Verkochen mit Sprit in sehr guter Ausbeute das 3,3',4,4’- 
Tetramethyl]-5, 5’-diithyl-urethan-pyrromethen-hydrochlorid XLII 
lieferte, einen aus Chloroform in Nadeln mit prachtvoll griinem 
Oberfliichenglanz krystallisierenden Kérper. Der beim Verkochen 


') Liebigs Ann. 481, 159 (1930). *) Unver6ffentlicht. 


) Liebigs Ann. 527, 1 (1937). 
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entstehende Chlorwasserstoff diirfte hierbei die Kondensation zur 
Methen bewirken. 

Versetzt man die alkoholische Loésung des Methen-hydro. 
chlorids mit etwas Ammoniak, so tritt im Spektrum ein Streifen 
bei 587 mu auf; gieBt man in iiberschiissiges konzentriertes 
Ammoniak, so beobachtet man im Spektrum 2 Streifen bei 5s0 
und 545 mu; doch tritt sehr rasch Entfirbung ein. 








OE, ~~, CH,--——7-CH, CH,—= F CH, 
I] 

N,co-\_J-CHCI, C,H,00C-NH- J —CH--——-|_,LHN-C000,H 
N N N 

XLU oH XLII oH -_" 


Als geeignetes Ausgangsmaterial fiir die Synthese eines 
2,3-Pyrrol-dinitrils (vgl. 8. 64) erschien zunichst das 2-Methyl- 
3-carbithoxy-pyrrol-5-aldoxim’), aus dem durch Kochen it 
Kssigsiureanhydrid und Natriumacetat das Nitril XLIV erhalten 
wurde. Leider gelang die Kinfiihrung der Aldehydgruppe in die 
freie #-Stellung nach der Fischer-Zerweckschen Methode 
nicht. Dieser Befund deckt sich mit dem von R. P. Linstead 
und J. A. Bilton?) beim 2,3-Dimethyl-5-cyan-pyrrol, wo offenbar 
ebenfalls die Cyangruppe in e@-Stellung die Einfiihrung der 
Aldehydgruppe in die benachbarte #-Stellung verhindert. Aucli 
Bromcyan greift bei Gegenwart von Aluminiumchlorid die #-Stellung 
nicht an, ebensowenig wie es méglich war, das Nitril XLIV aus 
dem 2-Methyl-3-carbithoxy-pyrrol durch Einwirkung von Brom- 
cyan und Aluminiumchlorid unmittelbar zu erhalten. 





TI. Br- ry" 1O 

b | ) ‘ ‘ | a] 

N a daa aici” iii 
; 4 

XLIV H XLV H 


Nun wurde versucht, im 2-Methyl-5-carbithoxy-pyrrol- 
3-aldehyd*) die Methylgruppe in die Formylgruppe zu verwandel: 
um dann den 2,3-Dialdehyd in das e,f-Dinitril wberzufiihren. 
Bei der Einwirkung von Sulfurylchlorid unter milden Bedingungen 
trat aber keine Reaktion ein; bei stiirkerer Einwirkung konnte kein 
krystallisiertes Produkt gefaSt werden. Durch Einwirkung von 


Brom gelang zwar Bromierung der freien #-Stellung, wodurch 


he 


1!) H. Fischer u. F. Schubert, Diese Z. 155, TT (1926). 
*) Chem. Z. 1937, II, 2169. 
5) H. Fischer, H.Belleru. A.Stern, Ber. chem. Ges. 61, 1080 (1925). 
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Kirper XLV erhalten wurde; doch erfolgte auch bei Bromiiber- 
schuB kein Angriff auf die Methylgruppe. [Auch eine Abspaltung 
der Aldehydgruppe, wie in der Literatur!) angegeben ist, konnte 
unter den angewandten Bedingungen nicht beobachtet werden.| 

Dagegen konnte der Aldehyd ohne Schwierigkeit iiber das 
Oxin in das Nitril XLVI iibergefiihrt werden. (Bei der Her- 
stellung gréBerer Mengen dieses Nitrils wurde hierbei ein schwer 
ljsliches Nebenprodukt von geringerem Stickstoffgehalt beobachtet, 
dessen Struktur nicht aufgeklairt 7 Die Analyse ee leidlich 
auf die Formel C,H,,O,N bzw. C,,H,,O,N, oder C,,H,,0O,N, 
stimmen. Der Korper reagiert a liom und Salen ioblocia’ 
Die direkte Synthese des Nitrils XLVI aus dem 2-Methyl- 
5-carbiithoxy-pyrrol durch Kochen mit Bromeyan und Aluminium- 
chlorid in Schwefelkohlenstoff gelang nicht. Vergeblich wurde 
auch bei dem Kérper XLVI die Einfiihrung der Aldehydgruppe 
in die freie #-Stellung versucht. Kin Gelingen der Reaktion 
litte die Synthese eines 3,4-Dinitrils ermoéglicht. — Durch 
Bromierung lieB sich auch hier nur 1 Atom Brom einfiihren; der 
weiie Bromkoérper reagiert nicht mit Anilin, das Bromatom sitzt 
demnach wahrscheinlich in der freien f-Stellung (Kérper XLVI). 


“| l XLVI X =H a ee 

| 

(,H,00c-L J-CH, XLVI X=Br  0,H,0OC-\__!-CH,¢I 
ans el 2 


a 
WN XLVIII Coane 
7 > a | 


L CH,OH statt CH,C! 
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Sehr viel Miihe wurde auf die Chlorierung des 2-Methyl- 
-cyan-5-carbiithoxy-pyrrols (XLVI) verwendet; doch war es recht 
schwierig einheitliche Produkte zu fassen, da immer Gemische 
eutstanden, Auch sind die Versuche nicht sicher reproduzierbar, 
da geringe Anderungen in Konzentration, Temperatur und Hin- 
witkungsdauer die Reaktion unter Umstiinden anders leiten. Ver- 
wendet wurden meist 3—31/, Mol Sulfurylchlorid; denn das Ziel 
war, nach Chlorierung der freien #-Stellung noch zwei Atome 
(hlor in die Methylgruppe einzufiihren. Es gelang aber in keinem 
alle, den gewiinschten Chlorkérper oder durch Verkochen den 
\idehyd zu fassen. Erhalten wurden folgende Produkte: 

A, 2-Methyl-3-cyan-4-chlor-5-carbithoxy-pyrrol(XLVITI). Auch 
dieser _Kérper wurde wie das entsprechende Brompyrrol XLVII 


'! H. Fischer u. M.Hussong, Liebigs Ann. 492, 129 (1931). 
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weiterer Chlorierung mit 2 Mol Sulfurylchlorid unterzogen, ole 
dab der gewiinschte Chlorkérper gefaft werden konnte. 

B, 2-Chlor-methyl-3-cyan-4-chlor-5-carbithoxy-pyrrol (XLIX), 
daraus durch Verkochen mit Wasser das Carbinol L. 

C. 2-Carbmethoxy -(LI), 2-Carbiithoxy-(LIT) und 2-Carboxy- 
3-cyan-4-chlor-5-carbathoxy-pyrrol (LIIT). lLetzteres wurde dar- 
gestellt in der Hoffnung, dai sich nach Decarboxylierung des 
K6érpers die Aldehydgruppe in die freie g-Stellung einfiihren lasse, 
Die Decarboxylierung des Pyrrols ist jedoch nicht gelungen. 

D. Ferner wurde aus einer iitherischen Lésung von Verkochungs- 
produkten mit Natriumbisulfitlisung ein schwer léslicher Nieder- 
schlag erhalten, der sich durch Extraktion mit Alkohol in 
schénen Krystallen erhalten lief. Vielleicht handelt es sich um 
die Natriumbisulfitverbindung LIV des gesuchten Aldehyds. Eine 
Zerlegung dieser sehr stabilen Verbindung gelang bisher weder 
durch Kochen mit konzentrierter Salzsiiure noch mit Pottasche- 
lésung; Erhitzen im Bombenrohr mit konzentrierter Salzsiiure 
auf 170° zersetzt den Kérper, ohne dab bei der Aufarbeitung 
ein Pyrrol gefaBt werden konnte. 











“TI CN x= COOCH, a ‘hon OH 

1 : LL 4 eek. ' Y Kd _ j la 

C,H,0OC-L +X LIL X= COOC,H, C,H,OOC-L _*-CHC " 
N LIT X = COOH iat 
“ LIV H 


Aus dem 2,5-Dicarbiithoxy-3-cyan-4-chlor-pyrrol (LID) wurde 
durch Erhitzen mit konzentriertem Ammoniak im Bombenrolr 
das «,a’-Dicarbamid (LV) hergestellt, um dieses in das 2,3,5-Tn- 
cyan-4-chlor-pyrrol iiberzufiihren. Aus Materialmangel in Folge 
der schlechten Ausbeuten konnte aber nicht mehr weiter gearbeitet 
werden. SchlieBlich wurde noch durch Verseifen des Kérpers XLV! 
die freie Siure LVI, das 2-Methyl-3-cyan-5-carboxy-pyrrol 
erhalten. Vielleicht ergeben sich bei der Chlorierung dieses 
KGérpers giinstigere Ergebnisse. 


CL ry YN H-———,-ON 
H,N-CO-L Dsive, Houcl jhe 
N N 
LV H LVI 


Inzwischen war auch der 2-Methyl-4-athyl-5-carbithoxy- 


'! H. Fischer u. J. Klarer, Liebigs Ann. 450, 200 (1926). 












Ly ohne 


XLIX), 


arboxy- 
le dar- 
ng des 
n lasse, 
en, 
shungs- 
Nieder- 
hol in 
ich um 
Eine 
weder 
tasche- 
[zsiiure 
yeltung 


OH 


SO. Na 


Wu rde 
enrohr 
5-'l'ri- 
Folge 
rbeitet 
XLVI 
pyrrol 
dieses 


hoxy- 


orien 





Beitrige zur Pyrrolechemie 79 


worden. Auch hier gelang es nicht, krystallisierte Produkte zu 
fassen. Wohl aber lieB sich tiber das Oxim das 2-Methyl-3-cyan- 
ithyl-5-carbathoxy-pyrrol (LVIJ) synthetisieren. Die Chlorierung 
dieses Pyrrols gelang nun ohne besondere Schwierigkeiten, es 
wurden der Dichlorkérper LVI, der Aldehyd LIX sowie das 
Carbinol LX gefaBt. Aus itherischer Lésung libt sich der 
Aldehyd mit verdtinnter Lauge ausziehen, wihrend das Carbinol 
im Ather bleibt. Durch den gemeinsamen EKinflu8 von Formyl- 
und Cyan-, wohl auch der Carbiathoxygruppe, wird also offen- 
sichtlich das Wasserstoffatom am Pyrrolstickstoff sauer, eine 
Erscheinung, die zuerst von H. Fischer und P. Ernst?) fest- 
sestellt und in der vorliegenden Arbeit noch niher untersucht 
vurde (Zusammenstellung der Ergebnisse am Ende der Arbeit). 


{ 
} 


ee C,H,-7— | ON C,H,-7—7-CN 
dt | “aS eee [a 
(,H,000-\_4-CH,  C,H,00C-L__-CHCI, C,H,00c-__}-cHo 
N X N 
LV oH LVL =H LIX 1] 


LX CH,OH statt CHO 
LXI CN statt CHO 


Der Aldehyd LIX liefert, in der Kilte mit Hydroxylamin 
umgesetzt, das Oxim yom Schmelzp. 170° Dieses reagiert beim 
Kochen mit Essigsiiureanhydrid und Natriumacetat; die Iso- 
ierung des entstandenen Ké6rpers stief allerdings auf Schwierig- 
‘eiten, so daB eine Identifizierung nicht méglich war. Wabhr- 
scheinlich handelt es sich aber um das 2,3-Dicyan-4-athyl-5-carb- 
ithoxy-pyrrol (LXI). Die weitere Untersuchung multe wegen 
Materialmangels eingestellt werden. 

Als giinstiges und auch leicht zugiingliches Ausgangsmaterial 
liir ein 2,3-Dicyan-pyrrol erwies sich schlieBlich das 2,4-Dimethyl- 
3-cyan-5-carbithoxy-pyrrol*), an welchem bereits H. Fischer 
ind P. Rothemund*) mit Erfolg Chlorierungs- und Bromierungs- 
versuche durchgefiihrt hatten. Durch Chlorierung mit 21/, Mol 
Sulfurylchlorid in siedendem Ather wurde der ausgezeichnet kry- 
stallisierende Dichlorkérper LXII gewonnen, der sich mit Alkohol 
und Wasser leicht zum Aldehyd LXIII verkochen lieB. Dagegen 
iiaclite die Darstellung des Oxims aus dem Aldehyd betriichtliche 
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') Liebigs Ann. 447, 143 (1926). 
’) H. Fischer, B.WeiB u. M.Schubert, Ber. chem. Ges. 56, 
L201 (1923), 


Ber. chem. Ges. 63, 2251 (1930). 
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Schwierigkeiten, da bei der zunaichst in m&Biger Wirme durch. 
gefiihrten Reaktion offenbar 2 Kérper entstanden. Die Analyse) 
wollten lange Zeit auf die fiir das Oxim zu fordernden Werte 
nicht stimmen. Nach eingehender Priifung ergab sich schlieflich, 
da8B das Oxim nur bei Arbeiten in der Kilte zu erhalten ist, und 
auch hier noch stark verunreinigt durch einen héher schmelzen- 
den Kérper, der beim Arbeiten in der Wirme fast ausschlieblic), 
entsteht und dessen Struktur noch nicht aufgeklirt werden 
konnte. Die Analyse weist auf einen Korper hin, der 2 Wasser- 
stofi- und 1 Sauerstoffatom mehr enthalt als das normale Oxim, 
Um Krystallwasser kann es sich nicht handeln, da der Kérper 
viel héher schmilzt als das Oxim selbst. Beim Kochen mit Kssig- 
siureanhydrid und Natriumacetat liBt sich unter betrachtlichen 
Schwierigkeiten ein Kérper isolieren, der noch untersucht werden 
soll. — Aus dem normalen Oxim gelang dann die Darstellung 
des 2,3-Dicyan-4-methyl-5-carbithoxy-pyrrols (LXIV), des ersten 
2,3-Dicyan-pyrrols, in iiblicher Weise. 

Kochen dieses Pyrrol-dinitrils in Chinolin unter Zusatz yon 
Kupferpulver, Kupferchloriir oder Magnesiumpulver, auch Erhitzen 
im Bombenrohr mit Kupfer- oder Magnesiumpulver in Benzol- 
lésung, lieferte keinen Farbstoff. Auch dieses Dicyan-pyrrol gibt 
also keine ,,Phthalocyaninreaktion“. 











CH, CN CHyy-—-€N CH,-—— ON 
. ; | | . ’ Y | ‘ ve. | | ON 
c,H,0oc-\ J-cna, 0,H,000-\J-cHo —0,H,00C-(_ en 
N N N : 
LXII I LXILI H LXIV H 


Kinige der in dieser Arbeit dargestellten Pyrrole wurden 
durch Titration mit 0,1 n-Natronlauge auf ihre Saurenatur hin 
untersucht. Die Pyrrole mit freier Carboxylgruppe lassen sich 
meist glatt titrieren und ergeben die geforderten Werte, so die 
Koérper XII, XV1, XVIII, LVI. Deutlich stirker sauer, als der 
einen Carboxylgruppe entspricht, reagieren die Pyrrole \\\ 
und LIII. Sehr stark sauer, ohne eine eigentlich saure Grup)e 
zu besitzen, reagieren die Pyrrole XV, XXIX, LI, LH, LNIII, 
LXIV. Interessant ist, daB Kérper XLIV im Gegensatz zu XLV! 
schwach sauer reagiert; Cyangruppe in e«- und Carbathoxygruppe 
in #-Stellung wirkt also stiirker auf den Iminwasserstofi des 
Pyrrols als die umgekehrte Anordnung. Durch Eintritt eines 
Brom- oder Chloratoms in die freie #-Stellung wird das neutral 


reagierende Pyrrol XLVI schwach sauer (XLVII, XLVIII). Es 
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wire von Interesse, auch noch andere Pyrrole auf ihre Siure- 
natur hin zu untersuchen; bei Vorliegen von mehr Versuchs- 
ergebnissen lieBen sich dann wohl Riickschliisse ziehen auf die 
Wirkung e- und #-stindiger Gruppen auf den Iminwasserstoff des 
Pyrrols und damit auf die Affinititsverhaltnisse im Pyrrolkern. 


Praktischer Teil 

Chlorierung von 2-Methyl-4-cyanmethyl-5-carbathoxy- pyrrol. 
a) 5,7 g 2-Methyl-4-cyanmethyl-5-carbithoxy-pyrrol werden in 30 eem 
absolutem Ather bei gewéhnlicher Temperatur portionsweise mit 30,5 g 
(= 4,5 Mol) Sulfurylchlorid versetzt. Sobald die Reaktion einsetzt, wird 
mit 50 cem absolutem Ather verdiinnt. Nach 2tigigem Stehen wird filtriert 
und mit wenig Petrolither versetzt. Von den dadurch abgeschiedenen 
hellbraunen Schmieren wird abgegossen, vollig mit Petrolither gefillt und 
us Ather oder Benzol mehrmals umkrystallisiert. Ausbeute 2 g. Schmelz- 
punkt des 2-Trichlormethy]-3-chlor-4-cyanmethy1-5-carbithoxy-pyrrols bei 
raschem Erhitzen 211—212° unter Zers., ab 200° geringe Gelbfiirbung. 


4,171 mg Subst.: 5,601 mg CO,, 0,980 mg H,O. — 3,565 mg Subst.: 
0,277 cem Ny, (20°, 717 mm). — 3,045 mg Subst.: 5,119 mg AgCl. 
C, Hef ).N Cl, (330,0) Ber. C 36,37 H 2,45 N 8,49 Cl 42,99 


Gef. ,, 36,62 2,68 » 8,54 41,59. 


oP] 

Verkochen des Kérpers mit Alkohol: 0,5 g obigen Chlorkérpers werden 
in 5ecem Sprit 3 Stunden am RiicktluB gekocht. Der Alkohol wird dann 
im Vakuum eingedampft und das zuriickbleibende Ol mit Ather verrieben, 
wobei es fest wird. Reinigen des Kérpers durch Extraktion mit Ather und 
Umkrystallisieren aus Essigester. Schmelzp. 128°. Zur analysenreinen 
saan: des Kérpers reichte die Menge nicht aus. 
_ b) 38g 2-Methyl-4-cyanmethyl-5-carbithoxy-pyrrol werden in 40 cem 
Ather mit 14g (= 4 Mol) Sulfurylehlorid chloriert. Nach Steben iiber 
Nacht wird der Ather im Vakuum villig abgesaugt. Das erhaltene Ol 
wird 2 Tage lang mit 100 cem Wasser am Rick fuB gekocht. Von un- 
gelistem Ol wird hierauf abfiltriert, die wiBbrige Lisung ausgeiithert und 
der Ather mit 1° »iger Natronlauge ausgezogen. Die alkalische Lésung 
wird angesiiuert, mit Kochsalz gesiittigt und ausgeiithert. Nach Trocknen 
und Abdampfen des Athers hinterbleibt ein braunes Produkt, das durch 
ixtraktion mit Ather gereinigt wird. Umkrystallisieren aus wenig Lisessig. 
Schmelzp. 284°. Beilstein-Probe negativ. Ausbeute 0,5 g. 

4,808 mg Subst.: 8,641 mg CO,, 1,388 mg H,O. — 3,236 mg Subst.: 
0,419 cem Ny, (24°, 715 mm). 

0.H,0,.N, (194.2) Ber. C 49,49 H 3,11 N 14,43 

Gef. ,, 49,02 3,28 ,, 14,00. 

2- Methyl -5-formyl-pyrrol-4- essigsauremethylester. Man list 
\ ¢ 2-Methyl-4-essigsiiuremethylester-pyrrol in 50 ccm absolutem Ather 
und gibt 8 cem Blausiiure zu. Beim Durchleiten von trocknem Chlor- 
wasserstoff bildet sich bald ein rétlicher Niederschlag. Man 1liBt iiber 
Nacht stehen und saugt ab. Waschen mit Ather. Das Iminchlorhydrat 
wird in kaltem Wasser gelist; die Lésung ist tiefrot und fluoresciert griin. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVII. 6° 
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Nach Versetzen mit Ammoniak bis zur schwach alkalischen Reaktion wird 
auf dem Wasserbad lingere Zeit erwirmt. Der sich ausscheidende Aldehyd 
wird nach dem Erkalten abgesaugt und aus Alkohol—-Wasser umkrystallisiert, 
Schmelzp, 181—182° Ausbeute 3 g. 

4,071 mg Subst.: 8,909 mg CO,, 2,229 mg H,O. — 2,967 mg Subst,: 
0,207 cem Ny, (23°, 722 mm). 

C,H,,O,N (181,2) Ber. C 59,64 H 6,12 N 1,74 
Gef. ,, 59,68  ,, 6,138 ,, 7,64. 

Oxim des Aldehyds. Durch kurzes Erwirmen einer alkoholischey 
Losung von 0,1 g Aldehyd, die mit einer durch Bicarbonat neutralisiertey 
wiBrigen Lésung von 0,1 g Hydroxylamin-chlorhydrat versetzt wurde. Un- 
krystallisieren aus Sprit. Schmelzp. 217°. 

2,578 mg Subst.: 0,334 cem N, (23°, 722 nm). 


C,H,,0,N, (196,2) Ber. N 14,28 Gef. N 14,20. 
Kondensation mit Cyanessigester. 0,9 ¢ Aldehyd werden it 
0,8 g Cyanessigester in 8 cem absolutem Alkohol unter Erwiirmen gelist 


und mit einigen Krystallen Methylamin-chlorhydrat und etwas wassertreier 
Soda 5 Stunden am RiickfluB gekocht. Beim Abkiihlen erstarrt das Ganze 
zu einem dicken Brei. Absaugen, Umfiillen aus LEssigester—Petroliither, 
Extraktion mit Alkohol. Der Kérper fallt stets in voluminésen Flocken aus. 
Ausbeute 0,9 g. Schmelzp. 142°. 
3,098 mg Subst.: 0,287 cem N, (20°, 716 mm). 
C,4H,,O,N_ (276,83) Ber. N 10,14 Gef. N 10,17. 


2,4-Dimethyl-5-(w-cyan-w-carbathoxy-)vinylpyrrol'). 1 Mol 2, 4-Di- 
methyl-5-formylpyrrol wird mit 1 Mol Cyanessigester kondensiert. Konden 
sationsmittel 1/, Mol Anilin. Ausbeute etwa 70°/,. Schmelzp. 126—129’. 

4,268 mg Subst.: 10,469 mg CO,, 2,440 mg H,O. — 2,089 mg Subst.: 
0,248 cem N, (23°, 717 mm). 

C,.H,,O,N, (218,1) Ber. C 66,02 H 6,47 N 12,84 
Gef. ,, 65,70 ,, 5,94 ,, 12,92. 


2,4-Dimethy1-5-(w#-cyan-w-carbathoxy-)vinyl-3-formylpyrrol'). Aus 
obigem Ké6rper in Chloroformlésung mit iiberschiissiger Blauséiure nach 
iiblicher Weise. Der Aldehyd wird in _ biischelférmigen Nadeln vom 
Schmelzp. 184° erhalten. Ausbeute 8°/,. DaB der Korper tatsiichlich die 
angegebene Konstitution besitzt, konnte durch die Uberfiihrung in 2,4-Di- 
methyl1-3,5-diformylpyrrol vom Schmelzp. 165° mittels Kalilauge bewiesen 
werden. 
4,231 mg Subst.: 9,730 mg CO,, 2,091 mg H,O. — 3,817 mg Subst: 
0,339 cem N, (22°, 716 mm). 
C,3H,,0,;N, (246,3) Ber. C 63,40 H 5,73 N 11,38 
Gef. ,, 62,72 ,, 5,58 ,, 11,40. 
2-Carbmethoxy-4-methyl-5-carbathoxy - pyrrol -3- propionsaure 
methylester. 20 g 2-Carboxy-4-methyl-5-carbiithoxy-pyrrol-3-propionsiure 
werden in 300 cem Ather und 20 cem Methylalkohol portionsweise mit einer 


y 
TOT 


iitherischen Diazomethanlésung versetzt, die aus 40 g Nitrosomethylharnsiv", 


'!) Diese Versuche wurden von Herron R. Schiffmann durehgefiltt. 
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950 cem 40°/,iger Kalilauge und 800 ccm Ather bereitet wurde. Nach 
Stehen tiber Nacht wird die Atherlésung 3mal vorsichtig mit je 300 ccm 

 iger Salzsiure durchgeschiittelt, 2mal mit je 100 com Wasser gewaschen, 
mit Natriumsulfat getrocknet und bis auf ein sehr kleines Volumen ab- 
cedampft, dann mit Petrolither gefillt. Umkrystallisieren aus wenig Me- 


55° 


‘hylalkohol. Schmelzp. 66—68°. " ailbate 18 g. Schéne Prismen. 


4,158 mg Subst.: 2,310 mg CO,, 8,633 mg H,O. — 2,305 mg Subst.: 
0.098 eem N, (22°, 712 mm). 
C,,H,,O,N (297,38) Ber, C 56,53 H645 N 4,71 
Gef. , 5663 , 622 , 461. 
Chlorierung dieses Korpers und Verkochen mit Wasser. 9 ¢ obigen 
Pyrrols werden in 20cem Ather mit 4 9 g (etwas tiber 1 Mol) Sulfury. lchlorid 
hei gewohnlicher Temperatur portionsweise versetzt. Das Pyrrol geht vollig 
in Losung. Nach 8tigigem Stehen wird der Ather abgesaugt und dag zuriick- 
bleibende Ol 5 Tage lang am RiickfluB mit 200 eem Wasser verkocht. Von 
ungeléstem Ol wird abfiltriert und das Filtrat auf ein Viertel seines Volumens 
eingeengt. Nach Erkalten wird nochmals filtriert und das Filtrat der frei- 
villigen Verdunstung tiberlassen. Nach Tagen bilden sich einige Krystalle. 
Schmelzpunkt nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol-Wasser 136’. 
Beilstein- Probe negativ. 
3,188 mg Subst.: 6,301 mg CO,, 1,632 mg H,O. — 2,413 mg Subst.: 
0,118 cem N, (22°, 723 mm). 
Gef. C 54,76 H 5,82 N 5,38. 


2-Chlormethyl-3,4-dichlor-5-carbathoxy-pyrrol. 20 g 2-Methyl- 
)-carbiithoxy-pyrrol werden in 200 cem Ather portionsweise bei gewéhn- 
licher Temperatur mit 48 g Sulfurylchlorid versetzt, so daB der Ather 
immer in gelindem Sieden bleibt. Das Pyrrol geht zuniichst in Lésung; 
spiter fillt der Chlorkérper in feinen Nadeln aus, die abgesaugt und mit 


( 


Ather gewaschen werden. Filtrat und Waschi ‘ither werden vereinigt, mit 


weiteren 7g Sulfurylehlorid (im ganzen etwas iiber 3 Mol) versetzt und 
nach Istiindigem Stehen in Fiswasser gestellt. Nach Absaugen des Nieder- 


schlages lib®t sich aus der Mutterlauge durch Einengen eine dritte Krystalli- 
sation gewinnen. Nach Umkrystallisieren aus Benzol (Waschen mit wenig 
Ather und viel Petrolither) zusammen etwa 20g Chlorkérper. Schmelz- 
punkt 160—161° unter Braunfirbung. Schéne Nadeln. 


.754 mg Subst.: 6,534 mg CO,, 1,322 mg H,O. — 4,138 mg Subst.: 
0,208 cem N, (23°, 720 mm). — 4,288 mg Subst.: 7,229 mg AgC 3 


C,H,O,NCI, (256,5) Ber. C 37,48 H 3,15 N 5,46 Cl 41,48 

Gef. ,, 37,48 » 311 4, 549 4 41,71. 

Methoxyderivat des Chlorkorpers. 0,5 g obigen Chlorkérpers 

werden 1 Stunde mit Methylalkohol am RiickfluB gekocht. Nach dem Er- 

kalten Fiillen mit Wasser. Umkrystallisieren aus 75°/,igem Methylalkohol. 
Gerade Nadeln. @Schmelzp. 115°. Ausbeute 0,25 g. 

4,298 mg Subst.: 6,762 mg CO,, 1,711 mg H,O. — 3,195 mg Subst.: 


U.toS com Ny, (22°, 710 mm). — 4,320 mg Subst.: 4,917 mg AgCl. 


UjH,,O,;NCl, (252,1) Ber. C 42,85 H 4,40 N 5,56 Cl 28,14 
Gef. ,, 42,91 » 4,46 » 5,85 » 2018. 
6 * 
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Athoxyderivat. Durch Verkochen des Chlorkérpers mit Sprit. Ay; 
Alkohol-Wasser Nadeln vom Schmelzp. 105°. 





























4,672 mg Subst.: 7,710 mg CO,, 2095 mg H,O. — 38,011 mg Subst, 

0,149 cem N, (20°, 717 mm). — 3,344 mg Subst.: 3,596 mg AgCl. 
C,)H,,0,;NCl], (266,1) Ber. C 45,11 H 4,93 N 5,26 Cl 26,66 
Gef. ,, 45,01 » 5,02 »» 0,44 »» . 26.60. 


pyrrol werden mit 1ecem Anilin iibergossen, wobei starke Erwirmung aut. 
tritt. Man erhitzt 1 Minute zu gelindem Sieden. beim Abkiihlen erfole: 
Krystallisation. Absaugen, Waschen mit verdiinnter Salzsiiure und Wasser. 
Aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert prismatische Nadeln vom Schmelz 
punkt 145° Ausbeute 0,4 g. 

4,330 mg Subst.: 8,507 mg CO,, 1,679 mg H,O. — 3,310 mg Subst. 
0,274 cem N, (23°, 721 mm). 

C,,H,,O,N.Cl, (313,2) Ber. C 53,67 H 4,51 N 8,95 

Gef. ,, 53,46 , 4,84 ,, 9,06. 


Anilinoverbindung. 0,5 ¢ 2-Chlormethyl-8-,4-dichlor-5-carbiithoxy. 


Verkochen des Chlorkorpers mit Wasser. 5 ¢ 2-Chlormethy| 
3,4-dichlor-5-carbiithoxy-pyrrol werden 1 Stunde mit 400 ecm Wasser ver. 
kocht, wobei Geruch nach Formaldehyd auftritt. Vom Ungeldésten wird 
noch heiB filtriert. Aus dem Filtrat scheiden sich schéne Nadeln ab, die 
aus Alkohol-Wasser oder aus Wasser umkrystallisiert werden. Aus Benzol 
krystallisiert der K6rper in Blittchen. Ausbeute 1,2 g. Schmelzp. 145 
Nach der Analyse handelt es sich um das Carbinol. 


3,979 mg Subst.: 5,877 mg CO,, 1,376 mg H,O. — 3,020 mg Subst.: 
0,157 cem N, (21°, 716 mm). — 3,403 mg Subst.: 4,130 mg AgCl. 
C,H,O,NCI, (288,1) Ber. C 40,33 H 3,81 N 5,89 Cl 29,80 


Gef. ,, 40,28 8,87 » 5,69 5» 30,00, 


" 

Der in Wasser unldsliche Kérper wird fein zerrieben, mit viel Wasser 
mehrmals ausgekocht und aus Lisessig umkrystallisiert. Ausbeute 1,5 ¢ 
Das reine Produkt krystallisiert in kleinen Nadeln und schmilzt bei 210 
bis 211°. Nach der Analyse liegt das 3,3’,4,4’-Tetrachlor-5, 5’-dicarbiithoxy- 
pyrromethan vor. 


4,180 mg Subst.: 6,414 mg CO,, 1,310 mg H,O. — 3,106 mg Subst. 
0,186 cem N, (25°, 716 mm). — 3,870 mg Subst.: 5,174 mg AgCl. 
C,5H,,O,N,Cl, (428,1) Ber. C 42,06 H 3,30 N 6,55 Cl 33,14 

Gef. ,, 41,85 ,, 3,51 ,, 6,46 ,, 33,11. 


Molekulargewichtsbestimmung: 0,0113 g Substanz in 0,1222 g Campher 
ergaben eine Depression von 8,5°. Mol.-Gew. ber. 428,1, gef. 435. 


Darstellung dieses Pyrromethans in groé®eren Ansatzen. 2! ¢ 
2-Chlormethy]-3, 4-dichlor-5-carbiithoxy-pyrrol werden in,150 ccm Wasser! 
unter 6fterem Umschiitteln 80 Minuten am RiickfluB gekocht. Das ge 
bildete hellbriiunliche Produkt wird in der Reibsehale fein zerrieben und 11 
demselben Wasser nochmals 3 Stunden am RiickfluB gekocht. Dann wir 
noch hei abgesaugt, mit heiBem Wasser gewaschen und auf dem Wasser 


bad getrocknet. (Soilten aus dem Filtrat noch betriichtliche Mengen Carbin0! 
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auskrystallisieren , so ist das Kochen im Riickflu8 nochmals fortzusetzen.) 
Ausbeute an Rohprodukt fast quantitativ. Reinigung durch Extraktion mit 
Essigester und Umkrystallisieren aus méglichst wenig Lisessig. Ausbeute 
an Reinprodukt 9—10 g. 

3,3’,4, 4’-Tetrachlor-pyrromethan-5, 5’-dicarbonsaure. Zur siedenden 
Aufschliimmung von 8,6 g 3,3',4,4’-Tetrachlor-5,5’- dicarbiithoxy - pyrro- 
methan in 50 cem Sprit lift man innerhalb 15 Minuten eine Lisung von 
1.6 g Atznatron in 20cem Wasser zutropfen. Man kocht noch weitere 
10 Minuten und dampft hierauf den Alkohol ab. Nach Verdiinnen auf 
150 cem wird unter Eiskiithlung mit verdiinnter Schwefelsiiure die Dicarbon- 
siure gefillt, Absaugen, gut auswaschen und trocknen auf Ton. Bei 
einiger Vorsicht gelingt das Umkrystallisieren aus Eisessig, allerdings mit 
ziemlichem Verlust. Die reine Siiure krystallisiert aus Eisessig in sehr 
feinen weiben Niidelchen, die sich tiber 205° sehr langsam dunkel firben, 
hei 850° noeh nicht schmelzen. 

3,811 mg Subst.: 4,931 mg CO,, 0,630 mg H,O. — 2,496 mg Subst.: 
0.166 cem N, (20°, 718 mm). — 4,940, 4,025 mg Subst.: 7,482, 6,275 mg AgCl. 
C,,H,O,N,Cl, (372,0) Ber. C 35,49 H 1,63 N 7,53 Cl 38,14 


7 a6 ad ) wf 


Gef. ,, 35,26 ,, 1,82 ,, 7,832 ,, 87,47, 38,57. 


Porphyrinspektrum beim Kochen der Methan-dicarbonsaure in 
Chinolin. 0,5 g Methan-dicarbonsiiure werden in 2 cem Chinolin 30 Minuten 
zu gelindem Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird der schwarze Brei 
abgesaugt, der Riickstand zur Reinigung 1 Tag mit Methylalkohol, dann 
i Stunde mit Chloroform extrahiert. Hierauf wird 2 Tage lang erschépfend 
mit Chloroform extrahiert. 

Spektrum in Chloroform (briiunlichrote Lésung): 


I. 640—688: Il. 589—578: II. 542—535: IV. 520—500. 





ee —_———————— ee ee 
639 583,5 538,5 510 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, Ill, I, 1V. 


Verkochen von 2-Chlormethyl-3,4-dichlor-5-carbathoxy-pyrrol 
mit Ameisensaure. 10g des Chlorkérpers werden mit 50 cem 100°/,iger 
Ameisensiiure 5 Minuten zum Sieden erhitzt. Nach einigen Stunden wird 
abgesaugt, die ausgeschiedenen Krystalle werden aus viel Ameisensiiure 
umkrystallisiert (und die beiden ameisensauren Filtrate vereinigt). Man 
reinigt den gelben Korper weiter durch Extraktion mit Alkohol oder Essig- 
ester. Nach oftmaligem Umkrystallisieren aus Eisessig und Essigester unter 
Zusatz von Tierkohle sehlieBlich fast farblose Prismen vom Schmelzp. 211°, 
lie mit dem 3,3’,4,4’-Tetrachlor-5, 5’-dicarbithoxy-methan im Mischschmelz- 
punkt keine Depression geben. Ausbeute 1,7 g. 

Die vereinigten ameisensauren Filtrate werden mit Wasser gefiillt, der 
braune Niederschlag wird abgesaugt und mehrmals aus Essigester um- 
krystallisiert. WeiBe Nadeln vom Schmelzp. 168°. Ausbeute etwa 1 g. 


6,100 mg CO,, 1,230 mg H,O. -— 38,839 mg Subst.: 
3,092 mg Subst.: 3,350 mg AgCl. — 4,330 mg 


4,115 mg Subst.: 
U,183 cem Ny (27°, 720 mm). - 
Subst.: 3,720 mg AgJ. 
UjH,O,NCL, Ber. 

(266,1) Gef. 


C 40,60 H 3,41 N 5,27 Cl 26,66 
, 40,48 , 8,35 , 5,14 ,, 26,80 a 


OCH, 16,93 
16,48. 
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3,4-Dichlor -5-carbathoxy - pyrrol-2-carbonsaurechlorid. 2 , 
2-Methyl-5-carbithoxy-pyrrol werden in 200 cem Ather mit 110 g (etwa 6 Mo) 
Sulfurylehlorid innerhalb 2—3 Stunden portionsweise versetzt. Der jc} 
nach Zugabe von 3 Mol abscheidende Chlorkérper geht nach weiterer 7). 
gabe von Sulfurylchlorid wieder in Lésung. Man liBt iiber Nacht stehey 
und saugt in einer Porzellanschale im Exsiceator 2 Tage lang Ather und 
Sulfurylehlorid véllig ab. Dann lift man die Schale einige Tage fre; ay 
der Luft stehen, wobei das Ol zum erdBten Teil fest wird. Man verrej} 
mit sehr wenig Benzol zu einem dicken Brei, der scharf abgesaugt wird, 
Waschen mit wenig Benzol und viel Petroliither. Die Mutterlauge lift may 
abermals einige Tage an der Luft stehen und gewinnt so eine 
Krystallisation. Umkrystallisieren aus Benzol. Nadeln yom Schmelzy. 149 
bis 144°. Ausbeute 8—10 g. 


4,750 mg Subst.: 6,150 mg CO,, 0,995 mg H,O. 2,393 mg Subst 
0,118 ecm N, (22°, 724 mm). — 3,906 mg Subst.: 6,249 mg AgCl. 


C,H,0,;NCl, (270,5) Ber. C 35,50 H 2,28 N 5,18 Cl 39,34 
Gef, ,, 85,31 , 2,84 , 544 , 89, 


3,4-Dichlor-5-carbathoxy-pyrrol-2-carbonsaure. Siimtliche Mutt 
laugen aus vorigem Versuch werden vereinigt und in der Porzellanschiale 
im Exsiceator abgesaugt; das zuriickbleibende Ol wird mit Wasser verkocht, 
wobei es in eine grieBige Masse iibergeht, die aus Eisessig umkrystallisier 
wird. Ausbeute 4—6 g. Bei 275° tritt langsam vollige Zersetzung, Schwarz 
firbung und Schmelzen ein. 





4,742 mg Subst.: 6,645 mg CO,, 1,218 mg H,O. — 38,402 mg Subst. 
0,167 cem N, (23°, 720 mm). — 4,126 mg Subst.: 4,675 mg AgCl. 
C,H,O,NCl, (252,1) Ber. C 38,10 H 2,80 N 5,56 Cl 28,14 
Gef. ,, 38,22 ,, 2,86 ,, 5,386 ,, 28,03. 


3,4-Dichlor-5-carbathoxy-pyrrol. 2,5 g 3,4-Dichlor-5-carbiithoxy- 
pyrrol-2-carbonsiiure werden im evakuierten Sibelkolben in ein auf 250 
erhitztes Metallbad gebracht. Es erfolgt Zersetzung, Schmelzen und Subii- 
mation. Der gesamte Kolbeninhalt samt den wegdestillierten und subli- 
mierten Pyrrolen wird mit 250 ccm Ather erschépfend extrahiert. Die 
unveriinderte Siure fiillt aus der Atherlésung aus und wird abfiltriert. Man 
schiittelt die Atherlésung mit 2°/, iger Natronlauge, bis diese farblos bleibt, 
wiischt mit Wasser und dampft nach dem Trocknen den Ather villig ab. 
Das zuriickbleibende Ol erstarrt beim Reiben und wird durch Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol-Wasser und Extrahieren mit Petroliither gereinigt. 
Weibe Nadeln vom Schmelzp. 110—112°% Ehrlichsche Reaktion in der 
Kilte schwach positiy. Ausbeute 0,2 g. 

4,540 mg Subst.: 6,800 mg CO,, 1,414 mg H,O. — 2,661 mg Subst. 
0,167 eem N, (26°, 722 mm). 


C,H,O,NCl, (208,1) Ber. C 40,41 H 3,39 N 6,73 
Gef. ,, 40,84 ,, 8,49 ,, 6,81. 





Der nach der Extraktion mit Ather in der Hiilse zuriickbleibende 
Riickstand wird mit Methylalkohol erschépfend extrahiert. Wird hieraw! 
mit Chloroform extrahiert, so tritt schwaches Porphyrinspektrum aut. 











rid. 


twa 6 Mol) 


Der sich 
iterer 7u- 


e Mutter. 
lanschale 
ve Tkoe ht. 
stallisiert 
Schwarz: 


ejbende 
hierauf 
uf. 





20 o 


Beitriige zur Pyrrolchemie 87 

3,4-Dichlor-2,5-dicarbathoxy-pyrrol. Die Darstellung folgt zuniichst 
der des Siurechlorids. Das nach Absaugen des Loésungsmittels in der 
Porzellanschale zuriickbleibende Ol wird in 200 eem Sprit 2 Stunden am 
RiickfluB gekocht, der Alkohol dann z. T. abdestilliert, das beim Erkalten 
auskrystallisierende Pyrrol abgesaugt und aus Alkohol umkrystallisiert. Aus- 
nach Aufarbeiten der Mutterlaugen: Aus 20 g 2-Methyl-5-carbithoxy- 
pyrrol 15—18g. Lange Nadeln. Schmelzp. 116°. 

4,090 mg Subst.: 6,458 mg CO,, 1,370 mg H,O. — 2,005 mg Subst.: 
0,096 cem Ny, (25°, 722 mm), — 3,800 mg Subst.: 3,916 mg AgCl. — 3,775 mg 
Subst.: 6,395 mg Agd. 

C,,H,,0,NCl, (280,1) 


beute 


Ber. C 42,85 H 3,96 N 5,00 Cl 25,33 OC,H, 32,17 
Gef. ,, 43,06 , 815 ~« OF 5» 25,49 » 988,49. 


der Verkochung von Siurechloridmutterlaugen mit 
2°. Umkrystallisieren 


52”. 


Nebenprodukt bei 
\|kohol (nur in einem Fall beobachtet), Schmelzp. 1 
; Alkohol und Benzol, 
5,319 mg CO,, 0,427 mg H,O. — 2,448 mg Subst.: 
135 cem N, (22°, 728 mm). — 3,610 mg Subst.: 6,479 mg AgCl. 


1.630 mg Subst.: 





Gef. C 31,13 H 1,04 N 6,11 Cl 44,40. 


3,4-Dichlorpyrrol-2,5-dicarbonsaure. 5 g 3,4-Dichlor-2, 5-dicarbiith- 
oxy-pyrrol werden in 40 ccm 4°/,iger Natronlauge 80 Minuten zu gelindem 
Sieden erhitzt, hierauf wird bei 70° mit verdiinnter Schwefelsiure die 
Dicarbonsiiure gefillt. Absaugen nach Einstellen in Eis. Ausbeute 2,4 g 


Aus der Mutterlauge liBt sich noch 1g Dicarbonsiiure gewinnen. Um- 
krystallisieren aus Eisessig oder Wasser. Schéne Prismen. Die Substanz 


beginnt sich ab 260° zu zersetzen; iiber 300° vdollige Zersetzung ohne 


Schmelzen. 


4,695 mg Subst.: 5,537 mg CO,, 0,542 mg H,0. 1,989 mg Subst.: 


0,196 eem N, (23°, 709 mm). — 4,089 mg Subst.: 5,260 mg AgCl. 
C,H,O,NCl, (224,0) Ber. C 32,15 H 1,35 N 6,25 Cl 31,67 
Gef. ,, 32,16 ,, 1,29 6,27 ,, 31,82. 


Umsetzungen des 3,4-Dichlor-5-carbathoxy-pyrrol-2-carbonsaure- 
chlorids. — a) mit Anilin: 0,5 g Siurechlorid werden in 1 cem Anilin 
heib gelést. Man kocht 1 Minute und saugt den beim Erkalten sich bilden- 
den Krystallbrei scharf ab. Waschen mit Ather, wenig Sprit und viel 

asser, Umkrystallisiert aus Sprit. Schmelzp. 174°. 


4,097 mg Subst.: 7,734 mg CO,, 1,322 mg H,0. 2,674 mg Subst.: 


0,203 eem N, (21°, 715 mm). 
C,,H,,0,N,Cl, (827,2) Ber. C 51,37 H 3,70 N 8,57 
Gef. ,, 5148 ,, 3,61 ,, 8,79. 


b) mit Hydrazinhydrat: 2,7 g Séurechlorid werden in '/, Liter 
Ather gelést; die Lésung wird mit 8 ecm Hydrazinhydrat durchgeschiittelt. 
Der sofort entstehende weiBe Niederschlag wird abgesaugt, mit viel Ather, 
wenig kaltem Sprit und viel Wasser gewaschen. 2,4—2,5 g Rohprodukt 
offenbar ein Gemisch des Hydrazids mit seinem Hydrochlorid, da es zum 
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Teil erst iiber 300° schmilzt). Nach Umkrystallisieren aus Pyridin sehr 
kleine Prismen vom Schmelzp. 224°. 
4,491 mg Subst.: 5,895 mg CO,, 1,440 mg H,O. — 2,496 mg Subst.: 
0,360 cem N, (24°, 722 mm). 
C,H,0,N,Cl, (266,1) Ber. C 3609 H341 N15 
Gef. ,, 35,80 , 359 ,, 15,75. 
. ec) mit Ammoniak: Eine Liésung von 2,5 g Séurechlorid in 100 cem 
Ather wird mit 5 ecem konzentriertem Ammoniak kriftig durchgeschiittelt, 
Sofort entsteht ein dicker weiSer Niederschlag, der scharf abgesaugt und 


auf Ton getrocknet wird. Ausbeute an Rohprodukt quantitativ (2,3 »), 
Umkrystallisiert aus Pyridin. Schmelzp. 270°. 
5,412 mg Subst.: 7,557 mg CO,, 1,453 mg H,O. — 1,895 mg Subst.: 


0,191 cem N, (23°, 721 mm). — 4,740 mg Subst.: 5,880 mg AgCl. 
C,H,O,N,Cl, (251,1) Ber. C 38,25 H 3,2 N 11,16 Cl 28,26 
Gef. ,, 38,08 5, 3,00 11,03 yy 28,08. 


9? 

1 g des Siureamids wird mit 1 g Natriumacetat in 35 cem Essigsiiure 
anhydrid 45 Minuten gekocht; dann wird im Vakuum bis fast zur Trockne 
abdestilliert und der Riickstand mit Wasser ausgekocht. Nicht umgesetztes 
Siureamid bleibt ungelést. Aus dem Wasser krystallisiert in schénen 
Nadeln eine Substanz vom Schmelzp. 123°, die aus Alkohol umkrystalli- 
siert wird. 

3,910, 3,868 mg Subst.: 6,480, 6,367 mg CQ,, 1,160, 1,104 mg H,O. — 
2,630 mg Subst.: 0,198 cem N, (23°, 719 mm). -—- 3,241 mg Subst. 
2,615 mg AgCl. 

C,.0H,.0;N,Cl, (335,2) Ber. C 43,00 H 3,61 N 8,36 Cl 21,26 
C,3H,,»O,;N,Cl, (345,2) 
Ber. C 45,23 H 2,92 N 8,12 Cl 20,55 
Gef. ,, 44,99, 44,89 ,, 3,03, 3,19 ,, 8,18 »» 19,96. 





d) mit Hydroxylamin: Kine Lésung von 1 g Siiurechlorid in 
40 cem Ather wird mit einer durch Natron neutralisierten Lisung von 
2 g¢ Hydroxylamin-chlorhydrat durchgeschiittelt. Abdampfen des Athers 
Umkrystallisieren aus Alkohol. Zersetzungsp. 191°. 


2,207 mg Subst.: 0,217 ecm N, (28”, 721 mm). 
C,H,0,N,Cl, (267,1) Ber. N 10,49 Gef. N 10,75. 


e) mit Methyl-magnesiumjodid: In eine aus 0,96 g Magnesiun- 
spiinen und 5,6 g Methyljodid in 25 cem absolutem Ather durch 2stiindiges 
Kochen bereitete Grignardlésung lift man aus einer Hiilse 2 g Siiurechlorid 
hineinextrahieren (Grignardlésung entspricht 5 Mol). Die Lésung, die sich 
braun fiirbt, wird noch 30 Minuten gekocht, dann vorsichtig mit konzentrierter 
Ammoniumchloridlésung zersetzt, die Atherlésung getrocknet und eingeengt 
und das Pyrrol aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 107-—108°. Aus: 
beute 1 g. 

4,930 mg Subst.: 8,179 mg CO,, 2,130 mg H,O. — 38,115 mg Subst.: 
0,157 eem Ny, (249, 715 mm). 

C,,H,,0,;NCl, (266,1) Ber. C 4513 H492 N 5,26 
Gef. ,, 45,25 5, 4,84 » 5,45. 
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f) mit Natrium 3,3’,4,4’-Tetrachlor- 5,5’ - dicarbithoxy- di- 
pyrryl-diketon: 2,7 g Sdurechlorid werden in 80 ccm reinem absolutem 
Benzol mit 1g Natriumstaub 12 Stunden auf dem Wasserbad gekocht. 
Nach dem Abkiihlen wird von dem ausgefallenen weiBen Produkt abgesaugt. 
(Dieses erweist sich nach Umkrystallisieren aus Eisessig durch Zersetzungs- 
punkt und Titration als 3,4-Dichlor-5-carbithoxy-pyrrol-2-carbonsiiure.) Die 
Benzollésung wird eingeengt und schlieBlich mit Petroliither gefillt. Der 
Niederschlag liefert bei Extraktion mit Alkohol prismatische Nadeln vom 
Schmelzp. 219—220°. Ausbeute 0,6 g. 

1274 mg Subst.: 6,380 mg CO,, 0,951 mg H,0. 8,054 mg Subst. : 
0.167 eem N, (26°, 720 mm). — 3,423 mg Subst.: 4,175 mg AgCl. — 
1185 mg Subst.: 4,915 mg AgJ. 

YgH,,OgNgCl, (470,0) 
Ber. C 40,86 H 2,57 
ref. ,, 40,71 5) 2,49 

Molekulargewichtsbestimmung: 0,0121 g Substanz in 0,139 g Campher 
ergaben eine Depression von 7,0°. Mol.-Gew. ber. 470, gef. 492. 


OCH, 19,17 


» 19,23. 


N 5,96 
rh C 
9 9,91 


Ci 80,18 
» 30,16 


ire 


vr) mit Natriumazid: 3,4-Dichlor-5-carbithoxy - pyrrol- 
2-carbonsiure-azid: 3g Siurechlorid werden in 250 cem Ather gelést 
Die Lisung wird mit einer konzentrierten wiibrigen Natriumazidlésung 
einige Minuten kriiftig durchgeschiittelt. Man trocknet die Atherlisung 
mit Caleiumehlorid und saugt den Ather im Vakuum ab. Umkrystallisieren 
des rein weiBen Azids aus Aceton. Nadeln, die bei 143° schmelzen und 
verpuffen. Ausbeute 2,2 g. 

Darstellung des Azids aus dem Hydrazid: 1,3g 3, 4-Dichlor-5-carbiithoxy- 
pyrrol-2-carbonsiurehydrazid werden fein gepulvert und in 100 cem 50°/,iger 
Essigsiiure aufgeschlimmt. Unter Turbinieren lift man bei —5 bis 0° eine 
wibrige Lésung von 0,35 g Natriumnitrit langsam zutropfen. Nach Stehen 
liber Nacht wird ausgeiithert, wobei nicht umgesetztes Hydrazid ungelést 
bleibt, und die Atherlésung nach Trocknen eingeengt. Umkrystallisieren 
des Azids aus Aceton. Ausbeute 0,6 g. Schmelzp. 143° unter Zers.; keine 
Depression im Mischschmelzpunkt mit dem aus Siurechlorid und Natrium- 

id gewonnenen Pyrrolazid. 


) 
} 
| 
A 


3,253 mg Subst.: 0,596 cem N, (24°, 720 mm). — 4,759 mg Subst.: 
1.955 mg AgCl. 
CsH;O,N,Cl, (277,1) Ber. N 20,23 


Cl 25,60 Gef. N19,95 Cl 25,76. 


3,4-Dichlor-5-carbathoxy - pyrrol-2 -carbaminsadure-methylester. 
\,.2g¢ Azid werden mit 10 cem absolutem Methylalkohol 1 Stunde auf dem 
Wasserbad gekocht. Stickstoffentwicklung. Beim Einengen und Abkiihlen 
scheidet sich das Urethan ab, das aus Methylalkohol umkrystallisiert wird. 
(rut ausgebildete 6 seitige Prismen. Schmelzp. 174—176°. Ausbeute 0,7 g. 


4,237 mg Subst.: 5,932 mg CO,, 1,330 mg H,O. — 3,058 mg Subst.: 
0.233 com N, (24°, 719 mm). — 3,185 mg Subst.: 8,276 mg AgCl. 


U,H,,O,N.Cl, (281,1) Ber. C 38,43 H 


3,59 N 9,97 Cl 25,33 
Gef. ,, 38,18 ~~ Bee 


,, 10,06 » 25,45. 
8,4-Dichlor- 
Minuten im 


3,4-Dichlor-pyrro]-2,5-dicarbonsaure-dihydrazid. 15 
t 


2,9-dicarbithoxy-pyrrol werden mit 25 cem Hydrazinhydrs 


o 
£ 
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offenen Becherglas (Abzug!) zum Sieden erhitzt; die auf 80° abgekiilite 
klare Lisung wird in 800 ccm heiem Sprit eingeriihrt. Das Dihydraziq 
fillt in feinen Nadeln aus. Absaugen, Waschen mit Sprit und Ather 
Trocknen auf dem Wasserbad. 13,5 g Rohprodukt, das zur Weiterverar}e; 
tung rein genug ist. Zur Analyse wurde mehrmals in der 5fachen Menge 
Hydrazinhydrat unter schwachem Erwirmen gelést und unter Riihren jy 
viel siedenden Alkohol auf einen GuB eingegossen. Die zuniichst klare 
Fliissigkeit triibt sich rasch unter Ausscheiden prismatischer Nadely, 
Zersetzungspunkt des reinen Produkts 312°, doch beginnt schon jibe; 
280° langsame Verfirbung. 


4,390 mg Subst.: 4,610 mg CO,, 1,160 mg H,O. — 1,984 mg Subst 
0,507 ccm N, (20°, 703 mm). — 3,362 mg Subst.: 3,888 mg AgCl. 
C,H,;O,N,Cl, (252,1) Ber. C 28,57 H 2,80 N 27,79 Cl 28,14 

Gef. ,, 28,64 »» 2,96 9) 27,54 yy 28,24, 


Umsetzung dieses Korpers mit Aceton. Das Dihydrazid wird 
mehrmals aus der Hiilse mit Aceton extrahiert, wobei es in einen Kérper 
vom Schmelzp. 276° unter Zers. iibergeht, der sich aus Pyridin un- 
krystallisieren laiBt. 

3,064 mg Subst.: 0,593 eem N, (24°, 714mm). — 38,917 mg Subst.: 
3,425 mg AgCl. 

C,,H,,0.N,Cl, (8382,2) Ber. N 21,09 Cl 21,36 Gef. N 20,90 Ci 21,63. 


3,4-Dichlor -pyrrol-2,5-dicarbonsaure-diazid. 12 g Dihydrazid 
(Rohprodukt) werden sehr fein gepulvert in 300 cem 80°/,iger Essigsiiure 
aufgeschlimmt und bei —7 bis —2° sehr langsam innerhalb 2 Stunden 
unter Turbinieren mit der Lésung von 7 g Natriumnitrit in 25 eem Wasser 
versetzt. Nach 8stiindigem Stehen wird abgesaugt, mit wenig Lisessig 
und viel Wasser gewaschen und méglichst rasch aus viel Aceton um- 
krystallisiert. Ausbeute 6,5 g Diazid. Feine weife Nadeln. Verpuiit sehr 
heftig bei 144°. 

3,650, 4,847 mg Subst.: 3,522, 4,610 mg CO,, 0,311, 0,329 mg H,0 
2,310 mg Subst.: 0,728 eem N, (24°, 721 mm). — 3,150 mg Subst.: 3,275 mg 
Ag(Cl. 

C,;HO,N,Cl, (274,0) 
Ber. C 26,28 H 0,37 N 35,79 Cl 25,88 
Gef. ,, 26,32, 25,94 ,, 0,95, 0,76 ., 34,36 ,, 25,74. 


2-Dichlormethyl1-3,4-dichlor-5-carbathoxy-pyrrol. 20 ¢ 2-Methiy!- 
5-carbiithoxy-pyrrol werden in 400 cem Ather mit 74 g (etwas iiber 4 Mol 
Sulfurylehlorid zuniichst ziemlich rasch chloriert, so da® der Ather immer 
im Sieden bleibt. Sobald Krystallisation einsetzt, wird die Lésung auf dem 
Wasserbad am Riickflu8 gekocht und im Verlauf 1 Stunde das restliche 
Sulfurylehlorid tropfenweise zugegeben. Man kocht noch 2 Stunden weiter, 
liBt iiber Nacht stehen und saugt in der Porzellanschale im Vakuum den 
Ather véllig ab. Der Riickstand wird mit Petrolither zerrieben. Nac 
abermaligem Absaugen im Vakuum wird der ganze Riickstand fest. Er 
wird nun 6mal mit jeweils 100 ccm kaltem Petrolither gut zerrieben, ‘ie 
vereinigten und filtrierten Petrolitherausziige werden im Exsiccator wieder bis 
zur Trockne abgesaugt und die gebildeten Krystalle aus Petrolither, dann aus 
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moglichst wenig Ligroin umkrystallisiert. Prismatische Nadeln. Schmelzp. 94°. 
Ausbeute 7T—8 g. (Die in Petrolither unléslichen Riickstiinde werden 
zweckmiBig in wenig Ather mit 30 g Sulfurylehlorid weiter chloriert und 
liefern beim Verkochen mit Wasser oder Alkohol noch 4—6 g 3,4-Dichlor- 
5-carbithoxy-pyrrol-2-carbonsiure bzw. 3,4-Dichlor-2,5-dicarbiithoxy-pyrrol.) 


4,059 mg Subst.: 4,898 mg CO,, 0,930 mg H,O. — 3,899 mg Subst.: 
7,600 mg AgCl. 
C,H,O,NCI, (291,0) Ber. C 33,00 H 2,43 Cl 48,76 
Gef. ,, 82,91 ,, 2,56 ,, 48,22. 


3,4-Dichlor-5-carbathoxy-pyrrol-2-aldehyd. a) Man lift in eine 
60? warme Lésung von 1,5 g Chromtrioxyd in 10 ccm Wasser eine eben- 
falls 60° warme Lésung von 3,85 g 2-Chlormethyl-3, 4-dichlor-5-carbiithoxy- 
pyrrol in 50 cem Eisessig’in diinnem Strahl unter Rithren einlaufen, wobei 
die Temperatur auf 70—80° steigt. Nach Verdiinnen mit 20 ccm heifem 
Wasser wird 2 Minuten auf 100° erhitzt. Die nach dem Abkiihlen aus- 
ceschiedenen Krystalle werden aus Alkohol-Wasser mehrmals umkrystalli- 
siert. Nadeln vom Schmelzp. 150°. Ausbeute 1,2 g. 

b) Bessere Methode: 5 g 2-Dichlormethy]-3,4-dichlor-5-carbithoxy- 
pyrrol werden in 100 cem 50°/,igem Alkohol 2 Stunden am RiickfluB 
gekocht, der Alkohol wird abgedampft und der beim Erkalten auskrystalli- 
sierende Aldehyd aus Sprit umkrystallisiert. Ausbeute 2,5 g. 


4,769 mg Subst.: 7,120 mg CO,, 1,290 mg H,O. — 3,155 mg Subst.: 

0,174 cem Ny, (22°, 710 mm). — 5,069 mg Subst.: 6,187 mg AgCl. 
C.H,O,NCl, (236,1) Ber. C 40,68 H2,99 N 5,94 Cl 30,05 
Gef. ,, 40,72 , 3,03 , 596 ,, 30,19. 


Oxim des Aldehyds. Nach der iiblichen Methode. Aus Alkohol. 
Schmelzp. 185°. 
2,888 mg Subst.: 0,292 cem N, (22°, 721). 
C,H,O,NCl, (251,1) Ber. N 11,16 Gef. N 11,10. 


3,4-Dichlor-5-carboxy-pyrrol-2-aldehyd. a) 1,5 g 8,4-Dichlor- 
)-carbithoxy-pyrrol-2-aldehyd werden in 5 cem Alkohol gekocht und 
tropfenweise mit 20°/,iger Natronlauge versetzt, worauf sich das Natrium- 
salz der Siiure in Schuppen abscheidet. Man verdiinnt mit 20 cem Wasser 
und fillt in der Hitze mit verdiinnter Schwefelsiiure. Umkrystallisieren der 
Siure aus Alkohol oder Eisessig. Kleine Nadeln. Schmelzp. 240° (unter 
Zerz.). Ausbeute 0,8 g. 
b) Direkt aus dem 2- Dichlormethy] - 3, 4- dichlor - 5 - carbithoxy - pyrrol. 
5,6 g Chlorkérper werden in 20 cem Alkohol am RiickfluB gekocht und 
tropfenweise mit einer Lésung von 4 g Atznatron in 20 cem Wasser versetzt. 
Man kocht noch 30 Minuten, dampft dann den Alkohol ab, verdiinnt mit 
‘0 cem Wasser, kocht einige Minuten und fiallt heif mit verdiinnter 
Schwefelsiiure, bis Lackmus eben gerétet wird. Umkrystallisiert aus Eis- 
essig. Ausbeute 3 g. 
4,261 mg Subst.: 5,440 mg CO,, 0,540 mg H,O. — 3,487 mg Subst.: 
0,213 cem N, (24°, 710 mm). 
C,H,0,NCl, (208,0) Ber. C 34,62 H 1,45 N 6,74 
Gef. , 84,82 ,, 1,42 ,. 6,56. 
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2,5-Di-(monochlormethy])-3,4-dicarbathoxy-pyrrol. Eine Léisune 
von 9,6 g 2,5-Dimethyl-3,4-dicarbithoxy-pyrrol in 150 ecm absolutem Ather 
wird bei gewohnlicher Temperatur unter Turbinieren innerhalb 1/, Stund 
mit 11 g Sulfurylchlorid chloriert. Der Chlorkérper scheidet sich in Nadeln 
ab. Absaugen, Waschen mit Ather, Umkrystallisieren aus Benzol. Aux; 
beute 7—8 g. Schmelzp. 158°. 


3,395 mg Subst.: 3,030 mg AgCl. — 3,665 mg Subst.: 5,592 mg AJ, 
342H,,0,NCl, (308,2) Ber. Cl 23,02 OC,H, 29,24 
Gef. ,, 22,08 » 29,27. 


2,5-Di-(dichlormethyl)-3,4-dicarbathoxy-pyrrol. In die siedend 
Lésung von 9,6 g 2,5-Dimethy]-3, 4-dicarbiithoxy-pyrrol in 150 cem absolutem 
Ather 1a8t man 22g Sulfurylchlorid zutropfen und zwar zuniichst ziemlich 
rasch. Sobald Krystallisation beginnt, wird das restliche Sulfurylchlorid 
langsam im Laufe 1 Stunde zugetropft, bis das Pyrrol wieder védllig in 
Lésung geht. Die klare Lésung wird nach Zugabe von 1g Sulfurylchlorid 
noch 1 Stunde gekocht, dann der Ather im Vakuum bei gewéhnlicher 
Temperatur abgesaugt, der Riickstand nochmals in Ather aufgenommen 
und das Lésungsmittel durch Evakuieren wieder entfernt. Der jetzt feste 
Riickstand wird aus Benzol umkrystallisiert. (LOsung mit unreiner Substanz 
darf nicht iiber 60° erhitzt werden.) Aus Ligroin krystallisiert der Kérper 
gut in Blittchen. Ausbeute 3—5 g. Schmelzp. 117—119°. 


4,482 mg Subst.: 6,305 mg CO,, 1,313 mg H,O. — 3,685 mg Subst.: 
0,121 cem Ny, (22,°, 723 mm). — 4,033 mg Subst.: 6,140 mg AgCl. 
12H,,0,NC], (877,1) Ber. C 38,20 H 3,47 N 3,72 Cl 37,63 


= > OF ¢ é ’ or par 
Gef. ” 38,37 ” 3,28 ” 3,66 i DEUE 


Verkochen dieses Chlorkorpers. a) 2g des Chlorkérpers werden 
mit 50 cem Wasser 6 Stunden gekocht. Von Zeit zu Zeit werden einige 
Tropfen Sodalésung zugesetzt, doch muf das Gemisch immer schwach sauer 
reagieren. Hierauf wird Kochsalz zugegeben, bis dieses nicht mehr gelist 
wird. Nach 1 stiindigem Stehen Absaugen und mehrmaliges Ausziehen des 
trocknen Riickstandes mit wenig absolutem Alkohol. Aus der alkoholischen 
Lésung krystallisiert beim Einengen und Einstellen in Eis in kleinen 
Prismen ein K6rper aus, der aus sehr wenig 50°/,igem Alkohol umkry 
stallisiert wird. Schmelzp. 255°. Gut ausgebildete Prismen. Ausbeute 0,3 g. 

4,271 mg Subst. — 0,767 mg Asche = 3,504 mg Subst.: 7,491 mg CO,, 
1,628 mg H,O. — 4,120 mg Subst.: 0,201 cem N, (21°, 716 mm). 

C,,.H,,0,N (267,1) Ber. C 53,91 H 4,91 N 5,24 
Gef. ,, 58,31 » 020 4 5,84. 

(Die Analysenwerte sind sehr unbefriedigend, in Anbetracht des 
groBen Aschengehaltes auch der Stickstoffwert.) Umsetzung mit Pheny! 
hydrazin: 80 mg des Kérpers werden in wenig Alkohol mit 2 Tropien 
Phenylhydrazin kurz erwiirmt. Nach Abkiihlen Fallen mit Wasser, Um- 
krystallisieren aus Sprit. Schmelzp. 160—162°. Hellgelbe Nadeln. 

3,405 mg Subst.: 0,469 eem N, (21°, 718 mm). 

C,,Hy,;O,N, (447,2 Ber. N 15,67 Gef. N 15,11. 
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b) 2g des Chlorkérpers werden in 40 cem 50°/, igem Alkohol 2 Tage 


une 

ther am RickfluB gekocht, worauf im Vakuum fast véllig abgedampft wird. 
nd Das zuriickbleibende Ol wird in sehr wenig Eisessig aufgenommen. Nach 
deln einigen Tagen erfolgt langsam Krystallisation. Reinigen durch Extraktion 
\us mit Ather. Schmelzp. 218°. Ausbeute 0,3 g. 


4,331 mg Subst.: 7,215 mg CO,, 1,422 mg H,O. — 3,981 mg Subst.: 
Led, 0,246 eem N, (25°, 722 mm). 


Gef. C 45,55 H 3,68 N 9,90. 
(Der hohe Stickstoffgehalt der Substanz ist sehr tiberraschend.) 


2 - Dichlormethyl - 5 - trichlormethyl - 3, 4- dicarbathoxy - pyrrol. 

5 ¢ 2,5-Dimethy]-3,4-dicarbiithoxy-pyrrol werden in 25 cem Ather mit 21 g 

- 8 Mol) Sulfurylchlorid rasch chloriert. Nach 3 Tagen Absaugen in der 

Porzellanschale, was 2 mal nach Aufnahme in Ather wiederholt wird. Das 

Ql wird in Alkohol gelést. Nach mehrtiigigem Stehen krystallisiert ein 
lice Kiérper vom Schmelzp. 127° aus. Umkrystallisieren aus Benzol. 


men 4,600 mg Subst.: 5,878 mg CO,, 1,249mg H,O. — 3,969 mg Subst.: 
este 0,120 cem N, (23°, 721 mm). — 3,219 mg Subst.: 5,693 mg AgCl. — 
fanz 2,764 mg Subst.: 3,220 mg Ag. 

C,,H,,0,NCI; (411,5) , 
Ber. C 35,02 H 2,94 N 3,41 Cl 43,08 OC,H; 21,87 
ost: Gef. ,, 34,85 ~ ,, 3,04 ,, 3,30 ,, 438,75 ~ Sas. 


2,5-Di-(trichlormethyl)-3,4-dicarbathoxy-pyrrol (?). 10 g 2,5-Di- 
methyl-3,4-dicarbiithoxy- pyrrol werden bei gewdéhnlicher Temperatur in 
50cem absolutem Ather mit 50g Sulfurylehlorid (10 Mol) ziemlich rasch 
‘den versetzt. Nach 3 tiigigem Stehen wird im Exsiceator 3 mal mit Ather ab- 
nige sesaugt und das Ol 2 Tage mit Alkohol gekocht. Beim langsamen Ein- 
Wuer dunsten der Lésung bilden sich nach einigen Tagen Krystalie. Aus Alkohol 
Lost Prismen vom Schmelzp. 79°. 


4,042 mg Subst.: 4,437 mg CO,, 0,823 mg H,O. — 3,054 mg Subst.: 
0,084 cem N, (24°, 716 mm). — 5,266 mg Subst.: 9,727 mg AgCl. 
cry C,,H,,O,NCI, (446,0) Ber. C 32,82 H2,48 N 3,14 Cl 47,71 
3¢. C,,H,,0,NCl, (478,0) » 5 8015 , 282 , 2,98 , 44,51 
Gef. ,, 29,94 , 2,28 ,, 2,98 ,, 45,69. 


Bromierung des 2,5-Dimethyl-3,4-dicarbathoxy-pyrrols. In eine 
Aufschlimmung von 9,6 g fein gepulvertem 2,5-Dimethyl-3, 4-dicarbithoxy- 
pyrrol in 200 cem Ather 1iBt man unter Turbinieren im Laufe '/, Stunde 
12,6 g Brom (2 Mol) zutropfen. Das Pyrrol geht in Lésung und ein gelber 
Niederschlag fillt aus, der nach kurzem Stehen abfiltriert und mit Ather 
gewaschen wird. 16g Rohprodukt. Aufbewahren im Exsiccator iiber Atz- 
uatron, da der Kérper hygroskopisch ist. Analyse des Rohproduktes 
Schmelzp. 116—121°). 


5,475 mg Subst.: 5,276 mg CO,, 1,447 mg H,O. — 4,145 mg Subst.: 
3,888 mg AgBr. 


Gef. C 26,28 H 2,96 Br 389,92. 
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Nach 2 maliger Extraktion mit Ather orangegelbe Nadeln (105—110 
Analyse: 
5,120 mg Subst.: 5,207 mg CO,, 1,630 mg H,O. 
Gef. C 27,74 H 8,56. 
C,,H,,O,NBr, (399,1) Ber. C 36,11 H 4,29 Br 40,05 
C,.H,,0,NBr, (397,1) » 9 3629 ,, 8,81 ,, 40,25 
C,oH,,O,NBr, (369,0) » » 88,54 , 801 , 4,31. 


Umsetzung des Bromkorpers mit Aceton. 2,5Dimethyl-3-carbo: 


4-carbithoxy-pyrrol. 38g Bromkérper werden in 20 cem Aceton gelést: die 
orangegelbe Lésung entfirbt sich, nach lingerem Stehen krystallisiert in 


Nadeln eine farblose Substanz aus. Bromaceton tritt auf. Am _ niichsten 
Tag wird abgesaugt; die Mutterlauge ist braun gefirbt. Umkrystallisieren 
aus Aceton. Ausbeute 0,8 g. Schmelzp. 239—241°. Derselbe Kérper wird 
erhalten, wenn statt Aceton Alkohol verwendet wird. Ehrlich sche 
Reaktion in der Hitze stark positiv. Beilstein-Probe negatiy. 


4,280 mg Subst.: 8,911 mg -CO,, 2,320 mg H,O. — 3,868 mg Subst.: 
0,240 ecm N, (21°, 711 mm). — 2,879 mg Subst.: 3,272 mg AgJ. 


C,oH\,0,N (211,2 Ber. C 56,86 H 6,21 N 6,63 OC,H, 
Gef. ,, 56,78 ,, 6,07 ,, 6,74 yy «21,90. 


Umsetzung des Bromkorpers mit Anilin. 1g des Bromkérpers 
wird in 40 ccm Ather mit 20 cem Wasser und 1 cem Anilin durchgeschiittelt, 
wobei Entfiirbung eintritt. Waschen der Atherlésung mit verdiinnter Salz- 
siure und Wasser, Trocknen und Abdampfen des Athers. Umkrystallisieren 
des Riickstandes aus Alkohol. Schmelzp. 97°. Keine Schmelzpunktsdepres 
sion mit 2,5-Dimethyl-5, 4-dicarbithoxy-pyrrol. 

2,4-Dimethyl-3-cyanpyrrol-5-carbonsaure-hydrazid. 10 ¢ 2,4-Di 
methy1-3-cyan-5-carbiithoxy-pyrrol werden in 20 g Hydrazinhydrat am Riick 
fluB gekocht. Das Pyrrol geht véllig in Loésung. Nach kurzer Zeit beginnt 
die Ausscheidung des Hydrazids. Man liSt in Kiswasser abkiihlen und 

saugt ab. Waschen mit Alkohol und Ather. Extraktion mit Methylalkohol 
oder Umkrystallisieren aus Eisessig. Ausbeute 8g. Schmelzp. 268°. Farb- 
lose Prismen. 

4,312 mg Subst.: 8,605 mg CO,, 2,210 mg H,O. — 2,868 mg Subst 
0,816 cem N, (23°, 717 mm). 

C,H,,ON, (1782) Ber. C 53,90 H 5,66 N 31,46 
Gef. 5 04,43 ” dD, 74 - 30,96 ; 


2,4-Dimethyl-3-cyanpyrrol-5-carbonsaureazid. 3,6 g Hydrazid 
werden in 8) cem 80°/, iger Essigsiiure unter Erwiirmen gelést. Die Losung 
wird zwischen 0 und 5° tropfenweise unter Rihren mit einer Lésung von 
1,4 ¢ Natriumnitrit in 20 cem Wasser versetzt. Nach 1stiindigem Stelen 
hat sich ein Teil des Azids abgeschieden. Man fillt véllig mit Wasser. 
siittigt die Loésung mit Kochsalz und saugt nach lingerem Stehen ab. Um- 
krystallisieren aus Aceton, Extraktion mit absolutem Ather. Zersetzung: 


punkt 138°. Ausbeute 2 g. 


1,488 mg Subst.: 0,513 cem N, (23°, 715 mm). 
C,H,ON, (189,2) Ber. N 37,02 Gef. N 37,41. 
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2,4-Dimethyl-3-cyanpyrrol-5-carbaminsaure-methylester. 1g Azid 
wird 2 Stunden mit 15cem Methylalkohol am RiickfluB gekocht. Nach Ab- 
dampfen des Alkohols krystallisiert das Urethan in schénen Prismen yom 
Schmelzp. 192° aus. Ausbeute 0,6 g. Umkrystallisieren aus Methylalkohol 
oder Extraktion mit Ather. 


2,067 mg Subst.: 0,417 cem N, (24°, 715 mm). 
C,H,,0,N, (193,2) Ber. N 21,75 Gef. N 21,81. 


2,3,4-Trimethyl-pyrrol-5-carbonsaurehydrazid. 50 ¢ 2,3,4-Tri- 
methyl-5-earbithoxy-pyrrol werden 24 Stunden mit 75 g Hydrazinhydrat bei 
i40--150° im Autoklaven gedriickt. Die nach dem Erkalten ausgeschiedenen 
Krystalle werden abgesaugt, mit Methylalkohol gewaschen und mit Methyl- 
alkohol aus der Hiilse extrahiert. Umkrystallisieren aus Pyridin oder viel 
Methylalkohol. Farblose wetzsteinartige Krystalle. Schmelzp. 236°. Aus- 
beute 40 g. 


3,632 mg Subst.: 7,666 mg CO,, 2,486 mg H,O. —- 3,140 mg Subst.: 
(0,720 eem Ng (23°, 722 mm). 
C,H,,ON, (167,2) Ber. C 57,44 H 17,84 N 28,15 
Gef. ,, 57,56 ,, 7,66 ,, 25,12. 


2,3,4-Trimethyl-pyrrol-5-carbonsaureazid. 17 g Hydrazid werden 
in 80°/,iger Essigsiure gelést und bei O—5° langsam unter Riihren mit der 
Lisung von 7 g Natriumnitrit in 50 cem Wasser versetzt. Nach 2stiindigem 
Stehen wird das ausgefallene Azid abgesaugt. Aus dem Filtrat fallt bei 
Wasserzusatz noch eine geringe Menge aus. Das Umkrystallisieren des 
Kirpers macht Schwierigkeiten; am besten wird mehrmals mit absolutem 
Ather extrahiert und aus viel Aceton unter Zusatz von Tierkohle um- 
krystallisiert. Auch Umkrystallisieren aus Eisessig und Pyridin gelingt, 
doch darf die Temperatur hierbei 50° nicht iiberschreiten. Ausbeute 8—10 g. 


Zersetzungsp. 145° 


4,775 mg Subst.: 9,455 mg CO,, 2,315 mg H,O. — 2,480 mg Subst.: 
0,706 com N, (24°, 721 mm). 
C,H,,ON, (178,2) Ber. © 53,90 H 5,66 N 81,46 
Gef. ,, 54,00 ,, 5,43 ,, 31,04. 


Verkochen des Azids mit Methylalkohol. 5g Azid werden in 
(20 com absolutem Methylalkohol 2 Tage am RiickfluB gekocht. Die Lésung 
wird dann auf 10 cem eingeengt und an der Luft stehen gelassen. Nach 
12 Tagen scheiden sich Krystalle ab, die abgesaugt und mit wenig Ather 
gewaschen werden. Die Mutterlauge liefert nach einigen Tagen noch eine 
zweite Krystallisation. Umkrystallisieren aus Aceton. Schéne Nadeln vom 
dersetzungsp. 187°. Ausbeute 2—2,5 g. 
3,249 mg Subst.: 6,529 mg CO,, 2,090 mg H,O. — 3,643 mg Subst.: 
0.473 cem N, (24°, 719 mm). 
O,H,,O,N, (198,2) Ber. C 54,53 H 712 N 14,18 
Gef. ,, 54,81 ,, 7,20 ,, 14,12. 


2-Chlormethyl1-3,4-dimethyl-pyrrol-5-carbonsaureazid. 5,4 g unter 


Ather fein zerriebenes 2,3,4-Trimethyl-pyrrol-5-carbonsiureazid werden in 


150 cem absolutem Ather innerhalb 5 Minuten unter stetem Rihren mit 
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einer Lésung von 4,5 g } Sulfurylehlorid in 10cem absolutem Ather versetzt, 
Das Pyrrol geht rasch in Lésung. Es wird sofort von ausgeschiedeney 
Flocken abfiltriert. Uber Nacht krystallisiert der Chlorkérper aus. Uy. 
krystallisiert aus Benzol lange, verfilzte Nadeln. Ausbeute 2,5 g. Zersetzung 
punkt 141°, ab 130° langsame Rotbraunfirbung. Der Ko6rper ist etwa 
lichtempfindlich. 

3,654 mg Subst.: 2,484 mg AgCl. 

C,H,ON,Cl1 (212,6) Ber. Cl 16,68 xef, Cl 16,86. 


2-Dichlormethyl1-3,4-dimethylpyrrol-5-carbonsaureazid. Chiorie 
rung wie beim Monochlorkérper, nur innerhalb 10 Minuten mit 9 g Sulfury)- 
chlorid (etwas iiber 2 Mol). Am anderen Tag wird der Ather im Vakuun 
vollig abgesaugt und die gelbbraune Krystallmasse vorsichtig aus Benzo] 
umkrystallisiert, wobei wegen der Empfindlichkeit der Substanz nicht iiber 
60° erhitzt werden darf. Schéne Prismen. Ausbeute 3,2 g. Bei 115° zerfallen 
die Krystalle zu einem weiBen Pulver, das sich langsam dunkel zu fiirben 
beginnt. Bei 129° vdéllige Zersetzung. Der Korper ist lichtempfindlich und 
zersetzt sich beim Aufbewahren bald. 








4,578 mg Subst.: 6,494 mg CO,, 1,257mg H,O. — 2,792 mg Subst. 
0,577 cem N, (22°, 715 mm). — 4,110 mg Subst. : 4,602 mg AgCl. - 4 
C,H,ON,Cl, (247,1) Ber. C 38,88 H 3,26 N 22,68 Cl 28,70 ; 
Get ,, 88,69 , 307 ,, 28,50 ,, 27,70. i 
M4 M4 , ’ , a l 
Verkochen mit Sprit: 3,3’,4,4’-Tetramethyl-5,5’-diathylurethan- § 
pyrromethenhydrochlorid. 2g Dichlorkérper werden mit 15 cem Sprit 
2 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Die Lésung fiirbt sich 
dunkelrot. Der Alkohol wird fast véllig abgedampft, das ausfallende rote 
Produkt wurde durch Extraktion mit C aan gereinigt. Schéne Nadeln 
von griinem Oberfliichenglanz. Ausbeute 1,2 g. Kein Schmelzpunkt: der 
K6rper zersetzt sich tiber 250° sehr langsam. , 
4379 mg Subst.: 8,734 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 1,985 mg Subst I 
0,240 cem N, (22°, 716 mm). — 2,089 mg Subst.: 0,726 mg AgCl. a 
C,H,,0,N,Cl (410,9) Ber. C 55,53 H 6,62 N 13,64 Cl 8,43 
Gef. ,, 54,40 ,, 684 ,, 1329 ,, 8,60. P 
Spektrum in alkoholischer Lisung bei Zugabe von etwas Ammoniak: 
591—583; End-Abs. 560. 
587 
Spektrum in wiBrig-alkoholischem konzentriertem Ammoniak (nw ‘ 
kurze Zeit zu beobachten): ‘ 
I. 586—576: II. 551—535; End-Abs. 510. | 
58% 543 ns 


2-Methyl-3-carbathoxy-5-cyanpyrrol. 5¢ 2-Methyl-: 3- earbiithosy- 
pyrrol-5-aldoxim werden mit 5 g wasserfreiem gepulvertem Natriumacet 
in 150 cem Essigsiureanhydrid 1/, Stunde zum Sieden erhitzt. Die Haupt: 
menge der Flissigkeit wird hierauf im Vakuum in der Hitze abgedampit, 
der Rest langsam unter kriftigem Schiitteln mit derselben Menge heiben 
Wassers versetzt, worauf nochmals im Vakuum eingeengt wird. Der beim 








setzt, 

lenen 
Um- 

ung: 


atu. 
tW as 


lorie 
furyl- 
kuum 
enzol 
iiber 
fallen 
‘irben 


1 und 


thoxy- 


acetal 
aupt- 
um pit, 
jeiben 


bem 





Beitrige zur Pyrrolchemie 97 


Abkiihlen der Lésung auskrystallisierende Stoff wird aus Eisessig oder 
Alkohol umkrystallisiert, Farblose Nadeln. Schmelzp. 129°. Ausbeute 4 g. 


3,690 mg Subst.: 8,190 mg CO,, 1,794 mg H,O. — 2,600 mg Subst.: 

0,373 cem N, (19°, 707 mm). — 4,170 mg Subst.: 5,474 mg Agu. 
C.H,,OsN, (178,2) Ber. C 60,64 H5,66 N 15,73 OC,H, 25,29 
Gef. ,, 60,53 ,, 5,44 , 15,60 » —-25,18. 


2-Methyl-3-formyl-5-carbathoxy-4-brompyrrol. 1,8 g 2-Methyl-3- 
formyl-5-earbithoxy-pyrrol werden in 6 ccm Eisessig gelést und bei etwa 
70° tropfenweise mit einer Lésung von 1,6 g (1 Mol) Brom in 4 cem Eisessig 
versetzt. Man erwiirmt noch 10 Minuten auf 80°. Beim Abkiihlen der 
Lisung scheidet sich das Brompyrrol aus. Umkrystallisieren aus Alkohol 
oder Eisessig. Farblose Nadeln. Schmelzp. 188°. Ausbeute 1,7 g. 
4,377 mg Subst.: 6,498 mg CO,, 1,461 mg H,O. — 3,435 mg Subst.: 
0,167 com N, (22°, 703 mm). — 3,575 mg Subst.: 2,699 mg AgBr. 
C,H, ,O,NBr (260,1) Ber. C 41,54 H 3,87 N 5,39 Br 30,74 
Gef. ,, 40,49 ,, 3,74 ,, 5,20 ,, 32,13. 


2-Methyl-5-carbathoxy-pyrrol-3-aldoxim. Eine konzentrierte wii8- 
rige Lésung von 10 g Hydroxylamin-chlorhydrat wird mit fester Soda 
neutralisiert und dazu eine alkoholische Lésung von 10 g 2-Methyl-3-formy]- 
5-carbithoxy-pyrrol gegeben. Man erwiarmt einige Zeit auf dem Wasserbad 
und lift dann die klare Lésung abkiihlen. Es scheidet sich das Oxim ab, 
das mit Wasser vollends ausgefallt wird. Umkrystallisiert aus Alkohol. 
Feine Nadeln. Schmelzp. 197°. Ausbeute 7—8 g. 


3,088 mg Subst.: 0,394 cem N, (19°, 723 mm). 
C,H,,0,N, (1962) Ber. N 14,29  Gef. N 14,19. 


2-Methyl-5-carbathoxy-3-cyanpyrrol. Die Darstellung aus vor- 
stehendem Oxim erfolgt analog der des 2-Methy]-3-carbithoxy-5-cyanpyrrols. 
Umkrystallisieren aus Alkohol. Farblose Nadeln. Schmelzp. 125°. Ausbeute 
aus 8g Oxim 5,5g Nitril. 
4,655 mg Subst.: 10,341 mg CO,, 2,368 mg H,O. — 2,575 mg Subst.: 
0,363 cem N, (23°, 724 mm). 
C,H,,O,N, (178,2) Ber. C 60,64 H 5,66 N 15,73 
. Gef. ,, 60,59 ,, 5,69 ,, 15,48. 
Bei der Darstellung gréBerer Mengen dieses Pyrrols wurde ein schwerer 
lisliches Nebenprodukt vom Schmelzp.306° unter Zers. beobachtet. Reinigung 
durch Extraktion mit Sprit. Kleine Prismen. 


5,147 mg Subst.: 12,136 mg CO,, 3,032 mg H,O. — 3,996 mg Subst.: 
0.318 com N, (26°, 720 mm). — 3,630 mg Subst.: 5,331 mg AgJ. 
C,;H,,0,N, (318,4) Ber. C 64,13 H 6,97 N 880 OC,H, 28,31. 


C,H,,O,N (165,2) bzw. C,,H,,O,N, (830,4) 


Ber. C 65,44 H6,71 N 848 OC,H; 27,27 
Gef. ,, 64,31 »» 8,59 », 8,61 » 80aT. 


2-Methyl-3-cyan-5-carbathoxy-4-brompyrrol. 1 g 2-Methyl-3-cyan- 
)-carbithoxy-pyrrol wird in 8 cem Eisessig unter Erwiirmen gelist und 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVII. 7 
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bei 80—90° unter stetem Riihren innerhalb 10 Minuten mit einer Lésung 
von 0,9 g Brom in 8 cem Eisessig versetzt. Starke Bromwasserstoft. 
entwicklung. Man erhitzt noch 5 Minuten auf 90° und lat erkalten. Das 
sich bald abscheidende Brompyrrol wird mit Wasser vollends gefillt und 
aus Eisessig oder Alkohol umkrystallisiert. Lange farblose Nadeln. Schmelz. 
punkt 196°. Ausbeute 1 g. 


4,313 mg Subst.: 6,612 mg CO,, 1,412 mg H,O. — 4,230 mg Subst.: 
3,090 mg AgBr. 
C,H,O,N,Br (257,1) Ber. C 42,02 H 3,53 Br 31,10 
Gef. ,, 41,81 ,, 3,66 ,, 31,09. 


Chlorierung des 2 - Methyl -3-cyan-5- caxbathony - pyrrols. — 
) 2-Methyl-3-cyan-5- carbithoxy- -4-chlorpyrrol. 5g 2-Methyl. 
e. cyan-5-carbiithoxy-pyrrol werden in 40 cem Ather aufgeschlimmt und 
bei gewohnlicher Temperatur innerhalb 2 Stunden portionsweise mit 7,8 ¢ 
(etwas iiber 2 Mol) Sulfurylchlorid chloriert, wobei das Pyrrol allmiblich 
véllig in Lésung geht. Nach 4- -stiindigem Stehen wird der gebildete 
Niederschlag abgesaugt, mit Ather und Petrolither gewaschen und mebr- 
mals aus Benzol umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzp. 191°. Aus. 
beute etwa 2 g. 

3,583 mg Subst.: 6,621 mg CO,, 1,346 mg H,O. — 4,480 mg Subst.: 
2,986 mg AgCl. 

C,H,0,N,Cl (212,6) Ber. © 50,81 H 4,27 Cl 16,68 
Gef. ,, 50,40 ,, 4,20 16,49. 

b) 2- Chlormethyl - 8 - cyan - 4-chlor-5-carbéthoxy-pyrrol, 
2g 2-Methyl-3-cyan-5-carbithoxy-pyrrol werden in absolutem Ather auf- 
geschlimmt und unter Eiskiihlung langsam mit 5,4 g (= 3,5 Mol) Sulfuryl- 
chlorid versetzt. Nach 20stiindigem Stehen in Eis wird in der Porzellan- 
schale im Exsiccator abgesaugt; das zuriickbleibende Ol wird mehrmals durch 
Lésen in Ather und Absaugen des Lisungsmittels vom iiberschiissigen Sul. 
furylchlorid befreit, bis es krystallisiert. Umfillen aus Ather—Petrolither und 
Umkrystallisieren aus Benzol. Farblose Prismen. Schmelzp. 188—140°. Aus- 
beute 0,4 g. 

4,050 mg Subst.: 6,620 mg CO,, 1,230 mg H,O. — 4,560 mg Subst.: 
4,969 mg Ag(Cl. 

C,H,O,N,Cl, (247,1) Ber. C 43,73 H 3,26 Cl 28,71 
Gef. ,,' 44,58  ,, 3,40 » 26,96. 

0,2 g obigen Chlorkérpers werden 1 Stunde lang mit 15 ccm Wasser 
verkocht. Aus der Lésung krystallisiert beim Erkalten das 2-Oxymeihyl- 
3-cyan-4-chlor-5-carbithoxy-pyrrol in schénen Nadeln aus. Umkrystallisiert 
aus Alkohol-Wasser. Schmelzp. 180°. Ausbeute 50 mg. 

4,342 mg Subst.: 7,523 mg CO,, 1,462 mg H,O. — 4,249 mg Subst.: 
0,474 cem N, (22°, 722 mm). 

C,H,O,N,Cl (228,6) Ber. C 47,25 H 3,97 N 12,26 

Gef. ,, 47,25 ,, 3,277 4, 12,26. 
2-Carbmethoxy -3-cyan-4-chlor-5- carbathoxy- pyrrol. 
2 g 2- ‘Methyl. -3-eyan-5-carbithoxy-pyrrol werden mit absolutem Ather an- 
geteigt und unter Eiskithlung 5,4 g (3,5 Mol) Sulfurylchlorid zugegeben. 
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Nach 2stiindigem Stehen in Eis und 10stiindigem Stehen bei gewéhnlicher 
Temperatur wird vom Ungelésten abfiltriert und das orangefarbene Filtrat 
gmal im KExsiccator abgesaugt. Die erhaltenen Krystalle werden aus 
Ather-Petrolither umgefallt und mit 50°/,igem Methylalkohol 2 Stunden 
verkocht. Beim Einengen der Lésung werden farblose Nadeln erhalten. 
Umkrystallisieren aus Methylalkohol. Schmelzp. 187°. Ausbeute 0,5 g. 


4,580 mg Subst.: 7,860 mg CO,, 1,431 mg H,O. — 38,878 mg Subst.: 
0,380 cem N, (26°, 721 mm). — 3,744 mg Subst.: 2,112 mg AgCl. 


(,,H,O,N,Cl (2566) Ber. C 46,79 H 3,54 N 10,91 Cl 13,82 
Gef. ,, 46,80 ,, 8,50 ,, 10,61 13,85. 


d) 2,5- Dicarbithoxy-3-cyan-4-chlorpyrrol. 10g 2- Methyl- 
3-cyan-5-earbithoxy-pyrrol werden in 50cem absolutem Ather mit 35 ¢ 
Sulfurylehlorid (4,5 Mol) innerhalb 1 Stunde chloriert. Nach 2tigigem 
Stehen wird die Lésung eingeengt und stufenweise mit Petrolither gefillt. 
Dabei fallen zunichst braune Schmieren aus, von denen abgegossen wird. 
SchlieBlich fillt ein weiBer Chlorkérper aus. Schmelzpunkt nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Benzol 114°. Der Chlorkérper wird mit 
50cem Sprit 2 Stunden am RiickfluB gekocht und die Lésung eingeengt, 
worauf beim Abkiihlen das Dicarbithoxy-pyrrol in verfilzten Nadeln kry- 
stallisiert. Umkrystallisieren aus Alkohol-Wasser. Schmelzp. 166°. Aus- 
beute 3—4 g. 


4,618 mg Subst.: 8,298 mg CO,, 1,663 mg H,O. — 1,848 mg Subst.: 
0,172 cem Ny, (23°, 716 mm). — 4,158 mg Subst.: 2,228 mg AgCl. 


C,,H,,0O,N,Cl (270,7) Ber. C 48,79 H 4,10 N 10,35 Cl 13,11 
Gef. ,, 49,01 ,, 4,03 ,, 10,11 ,, 18,26. 


e) 2-Carboxy-3-cyan-4-chlor-5-carbithoxy-pyrrol. Dar- 
stellung analog dem vorigen Pyrrol, aber Verkochen des gefillten Chlor- 
kérpers mit Wasser. Umkrystallisieren der gebildeten hellbraunen Masse 
aus Eisessig. Ausbeute etwa 4g. Schmelzpunkt bei raschem Erhitzen 252° 
bis 254°, vorher geringe Braunfirbung. Bei langsamem Erhitzen zwischen 
245 und 248° allméhliche Zersetzung. 


4,199 mg Subst.: 6,856 mg CO,, 1,133 mg H,O. — 3,177 mg Subst.: 
0,332 cem N, (25°, 722 mm). — 3,278 mg Subst.: 1,922 mg AgCl. 


(,H,O,N,Cl (242,64) Ber. C 44,538 H2,91 N 411,55 Cl 14,62 
Gef. ,, 44,62  ,, 3,03 11,37 » 14,50. 


f) Eine Aufschlimmung von 8,9 g 2- Methyl - 3 - cyan-5-carbithoxy- 
pyrrol in 80cem Ather wird auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt. 
Im Laufe von 4 Stunden laBt man 20,5 g (3 Mol) Sulfurylchlorid langsam 
zutropfen. Das Pyrrol geht in Lésung, spiiter fiallt ein Niederschlag aus, 
der aber gréBtenteils wieder in Lésung geht. Man kocht noch weitere 
4Stunden am RiickfluB, filtriert von geringem Niederschlag ab und saugt 
am niichsten Tag in der Porzellanschale im Exsiccator 3mal mit Ather ab. 
Der feste Riickstand wird in 80 ccm Benzol in der Wirme gelést. Beim Ab- 
kihlen scheiden sich Krystalle aus, die sich durch Schmelz- und Misch- 
schmelzpunkt als 2-Metby]l-3-cyan-4-chlor-5-carbithoxy-pyrrol erweisen. Das 
Filtrat wird im Vakuum fast véllig eingeengt und die zuriickbleibende Masse 
7* 
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5mal mit je 200 cem Wasser ausgekocht. Der unldésliche Riickstand ze siet 
nach Umkrystallisieren aus LEisessig den Schmelzp. 217—219°. Identif.- 
zierung des Kérpers war wegen der zu geringen Menge nicht mdglich. 
Die w &Brigen Filtrate werden samt ausgeschiedenen Krystallen ausgeiithert, 
Die Atherlésung wird mit konzentrierter Bisulfitlésung durchgeschiittelt, der 
ausfallende Niederschlag scharf abgesaugt, gut mit Wasser gewaschen 
und durch Extraktion mit Sprit gereinigt. Ausbeute 4g. Untersuch ing 
des —— ist noch im Gange. — Aus der Atherlésung kénnen noch 
2g 2-Methyl-3-cyan-4-chlor-5- -carbiithoxy -pyrrol gewonnen werden. 


3-Cyan-4-chlorpyrrol-2,5-dicarbamid. 1,6 g 2,5-Dicarbiithoxy. 
3-cyan-4-chlorpyrrol werden mit 15 cem konzentriertem Ammoniak 10 Stunden 
im Bombenrohr auf 130° erhitzt. Die Fliissigkeit wird auf dem Wasserbad 
im Vakuum vollig abgedampft, der feste Riickstand zur Reinigung mit Ather 
extrahiert, dann durch Extraktion mit Methylalkohol aus der Hiilse geholt 
und mehrmals aus viel Wasser umkrystallisiert. Auch Umfiillen aus Pyridin- 
Ather gelingt. Ausbeute 0,5—0,7 g. Sehr diinne Nadeln. Bei 335° beginnt 
die Zersetzung unter Schwarzfiirbung, bei 344° Schmelzen unter Zers. 

3,832, 4,884 mg Subst.: 5,500, 7,189 mg CO,, 0,859, 1,052 mg H,0. — 
2,699, 2.454 mg Subst.: 0,645 (24°, 711 mm), 0,600 (23°, 726 mm) cem N,. — 
3,622 mg Subst.: 2,411 mg AgCl. 



































\,H,O,N,Cl (212,6) & 

Ber. C 89,52 H 2,37 N 26,36 Cl 16,69 
Gef. ,, 39,14, 40,14 ,, 2,51, 2,41 ,, 25,70, 26,94 ,, 16,47. 
I 


2-Methyl-3-cyan-5-carboxy-pyrrol. 8g 2-Methyl-3-cyan-5-carb- 
iithoxy-pyrrol werden mit 20 ccm 8°/, iger Natronlauge 10 Minuten auf dem 
Wasserbad erhitzt, wobei vdéllige Lésung eintritt. Man fillt in der Kiilte 
mit verdiinnter Schwefelsiure bis zu schwach mineralsaurer Reaktion. Um- 
krystallisieren der Pyrrolearbonsiiure aus Eisessig oder Wasser. Schmelz- 
punkt 273° unter Zers. Ausbeute 2 g. 
4,174 mg Subst.: 8,540 mg CO,, 1,450 mg H,O. — 3,108 mg Subst: FB - 
0,528 ecm N, (23°, 713 mm). 0 
C,H,O,N, (150,1) Ber. © 55,98 H 4,03 N 18,67 | 
Gef. ,, 55,80 ,, 3,89 ,, 1888. 
2-Methyl-4-athyl-5-carbathoxy-pyrrol-3-aldoxim. Darstellung n 
analog der des 2-Methyl-5-carbithoxy-pyrrol-3-aldoxims. Umkrystallisiert S 
aus Alkohol-Wasser. Ausbeute aus 10g Aldehyd 9g Oxim. Schmelzp. 1' 
3,377 mg Subst.: 0,447 ecm N, (21°, 725 mm). 
C,,H,,0,N. (224,3) Ber. N 12,50 Gef. N 12,60. 
2-Methyl-4-athyl-5-carbathoxy-2-cyan-pyrrol. Darstellung analog 


der des 2-Methy]-3-carbiithoxy 5-cyan-pyrrols. Umkrystallisiert aus Alkohol. a 
Farblose bis schwach gelbliche Nadeln. Schmelzp. 188° Ausbeute aus A 
10 g Oxim 7—8 g Nitril. P 
4,140 mg Subst.: 9,725 mg CO,, 2,518 mg H,O. — 8,085 mg Subst.: 
0,377 ccm N, (24°, 721 mm). — 4,409 mg Subst.: 5,359 mg AgJ. 4 
C,,H,,0,N, (206,2) Ber. C 64,04 H 6,85 N 18,59 OC,H; 23,44 in 


Gef. ,, 64,07 ,, 6,81 ,, 18,32 » 23,31. in 
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Chlorierung dieses Nitrils. a) 4,12 g 2-Methyl-3-cyan-4-iithyl-5-carb- 
jthoxy-pyrrol werden in 25 cem absolutem Ather aufgeschlimmt und bei 
gewohnlicher Temperatur unter Turbinieren innerhalb 1 Stunde mit 6g 
(21), Mol) Sulfurylehlorid versetzt. Die Reaktion muf unter Umstiinden 
durch schwaches Erwirmen eingeleitet werden. SchlieBlich erfolgt vollige 
Lisung. Man 1la8t iiber Nacht stehen und dampft den Ather auf dem 
Wasserbad ab. Das zuriickbleibende Ol wird 2 mal mit je 150 cem Wasser 
3 Stunden ausgekocht, die hei8 filtrierten Lésungen samt den ausgeschiedenen 
Krystallen werden ausgeiithert. Hierauf wird die schwach gelbe Atherlisung 
2mal mit je 30 ecm 1°/, iger Natronlauge ausgezogen. Waschen der Ather- 
léisung mit Wasser, Trocknen und Abdestillieren des Athers. Das zuriick- 
bleibende Pyrrol krystallisiert aus Wasser in gebogenen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 128°. Ausbeute 1g. Nach der Analyse liegt das 2-Oxymethyl- 
3-cyan-4-ithyl-5-carbithoxy-pyrrol vor. 


4,450 mg Subst.: 9,690 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 3,255 mg Subst.: 
0,370 cem N, (20°, 716 mm). 


C,,H,,0,;N, (222,2) Ber. C 59,42 H6,35 N 12,61 
Gef. ,, 5939 , 611 ,, 12,48. 


Die vereinigten Laugenausziige werden zur Reinigung mit wenig 
Ather durchgeschiittelt, im Vakuum von geléstem Ather befreit und nach 
Einstellen in Eiswasser mit verdiinnter Salzsiiure gefillt. Umkrystallisieren 
des briunlichen Niederschlags aus Aceton—-Wasser oder Wasser. Schmelz- 
punkt 148°, Ausbeute 0,7 g 3-Cyan-4-iithyl-5-carbithoxy-pyrrol-2-aldehyd. 


5,736 mg Subst.: 12,211 mg CQ,, 2,802 mg H,O — 3,112 mg Subst.: 
0,365 eem N, (23°, 711 mm). 
C,,H,.O,N, (220,2) Ber. C 59,97 H 5,50 N 12,78 
Gef. ,, 58,06 ,, 5,47 ,, 12,74. 


b) In die siedende Aufschlimmung von 12 g 2-Methyl-3-cyan-4-iithyl- 
5-carbiithoxy-pyrrol in 80 cem Ather liBt man innerhalb 1 Stunde 19g 
(= 2"), Mol) Sulfurylchlorid zutropfen. Das Pyrrol lést sich véllig. Man 
kocht noch 3 Stunden, laBt iiber Nacht stehen, engt die Lésung im 
Vakuum ein und fiallt mit Petrolither. Umkrystallisieren des 2-Dichlor- 
methyl-3-cyan-4-dthyl-5-carbithoxy-pyrrols aus Benzol. Ausbeute 8 g. 
Schmelzp. 110°. 


2,621 mg Subst.: 0,255 cem N, (20°, 703 mm). 
C,,H,,O,N,Cl, (245,1) Ber. N 10,19 Gef. N 10,48. 


7g des Chlorkérpers werden mit 100 cem 50°/,igem Alkohol 2 Stunden 
am RiickfluB gekocht; nach Abdampfen des Alkohols scheidet sich der 
Aldehyd aus. Schmelzp. 148°. Mischschmelzpunkt mit dem nach a) erhaltenen 
Produkt keine Depression. 


3-Cyan-4-athyl-5-carbathoxy-pyrrol-2-aldoxim. Eine Lisung von 
4¢ 3-Cyan-4-athyl-5-carbithoxy-pyrrol-2-aldehyd in 70 cem Alkohol wird 
in der Kiilte mit einer filtrierten Lésung von 5 g Hydroxylamin-chlorhydrat 
in 30 cem Wasser, die mit Natron neutralisiert wurde, versetzt. Nach 
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2 tigigem Stehen Fallen mit Wasser. Umkrystallisieren aus Sprit. Schmelz. 
punkt 170°. Ausbeute 2 g. 
3,458 mg Subst.: 0,572 ccm N, (21°, 719 mm). 


C,,H,3N;0, (235,2) Ber. N 17,86 Gef. N 18,17 


2-Dichlor-methyl-3-cyan-4-methyl-5-carbathoxy-pyrrol. 40 ¢ fein 
zerriebenes 2,4-Dimethyl-3-cyan-5-carbithoxy-pyrrol werden in 150 ecm 
absolutem Ather am Riickflu8 gekocht. Im Laufe von 3—4 Stunden lift 
man in die Aufschlimmung unter éfterem Umschiitteln 65 g (2'/, Mol) 
Sulfurylehlorid eintropfen, worauf noch weitere 3 Stunden gekocht wird, 
Das Pyrrol geht voéllig in Lésung. Man filtriert und 1iBt iiber Nacht 
stehen. Die ausgeschiedenen, oft recht groBen Krystalle des Dichlor. 
kérpers werden abgesaugt; durch Einengen des Filtrates im Vakuum wird 
noch eine zweite Krystallisation gewonnen. Umkrystallisieren aus Benzo). 
Ausbeute 28—32 g. Schmelzp. 123°. 


4,419 mg Subst.: 7,486 mg CO,, 1,460 mg H,O. —- 3,548 mg Subst.: 
0,348 cem N, (28°, 721 mm). — 2,323 mg Subst.: 2,524 mg AgCl. 


C,,H,,0.N.Cl, (261,1) Ber. C 45,98 H 3,86 N 10,73 Cl 27,17 
Gef. ,, 46,20 ,, 3,70 ,, 10,55 ,, 26,88. 


3-Cyan-4-methyl-5-carbathoxy-pyrrol-2-aldehyd. 25 ¢ obigen 
Dichlorkérpers werden 1 Stunde mit 200 cem 50°/, igem Alkohol auf dem 
Wasserbad am Riickflu8 gekocht; hierauf wird der Alkohol abdestilliert, 
bis der Aldehyd sich eben auszuscheiden beginnt. Beim Abkiihlen er- 
starrt das Ganze zu einem dicken Brei. Nach dem Absaugen laBt sich 
durch Kinengen der Mutterlauge oft noch eine zweite Krystallisation 
gewinnen. Umkrystallisieren aus Alkohol. Schmelzp. 158° Ausbeute 15 
bis 17 g. 

4,330 mg Subst.: 9,260 mg CO,, 1,998 mg H,O, — 3,917 mg Subst.: 
0,493 ecem N, (28°, 719 mm). 

C,H, ON. (2062) Ber. C5823 H4,89 N 13,59 

Gef. ,, 58,32  ,, 5,16 ,, 13,50. 


Umsetzung des Aldehyds mit Hydroxylamin. a) Jn der Kite: 
8-Cyan-4-methyl-5-carbithoxy-pyrrol-2-aldoxim: 8 g Aldehyd 
werden in 200 cem Sprit unter Erwirmen gelést. Eine Loésung von 
10 g Hydroxylamin-chlorhydrat in 100 cem 50°/,igem Alkohol wird mit 
Bicarbonat neutralisiert, dann filtriert und mit der auf Zimmertemperatur 
abgekiihlten klaren Aldehydlésung vereinigt. Nach Stehenlassen iiber 
Nacht wird in 400 cem Wasser gegossen und nach einigem Stehen ab- 
gesaugt. Umkrystallisieren aus Alkohol. Nadeln vom Schmelzpunkt 19°. 
Ausbeute 4,5 g. 

4,913, 5,095 mg Subst.: 9,642, 10,066 mg CO,, 2,162, 2,109 mg H,0. — 
2,652 mg Subst.: 0,461 cem N, (24°, 718 mm). 

C,,H,,0,N, (221,2) Ber. C 54,27 H 5,01 N 19,01 
Gef. ,, 53,52, 58,88 ,, 4,92, 4,63 ,, 18,87. 
b) In der Wirme: 4 g Aldehyd werden in 80 cem Sprit heiB gelost 


und mit einer durch Bicarbonat neutralisierten und filtrierten Lésung vo2 
5 g Hydroxylamin-chlorhydrat in 15 ccm Wasser 8 Stunden am Riickflub 
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gekocht, worauf der Alkohol abgedampft wird. Nach dem Erkalten wird 
abgesaugt und der erhaltene Kérper durch Extraktion mit Essigester 
gereinigt. Ausbeute 1,2—1,5 g. Schmelzp. 259°. 


4,470 mg Subst.: 8,199 mg CO,, 2,189 mg H,O. — 3,297 mg Subst.: 
0,519 eem Ny, (26°, 728 mm). — 4,722 mg Subst.: 4,593 mg AgJ. 


©,,H130.Ns (239,2) Ber. C 50,20 H 5,48 N 17,57 OC,H, 18,83 
Gef. ,, 50,00 ,, 5,48 ,, 1721 ,, 18,66. 


4-Methyl-5-carbathoxy-2,3-dicyan-pyrrol. Darstellung aus dem 
3-Cyan-4-methyl-5-carbithoxy-pyrrol-2-aldoxim analog der des 2-Methyl- 
3-carbithoxy-5-cyan-pyrrols. Aus Alkohol farblose Nadeln. Schmelzp. 185°. 
Ausbeute aus 5 g Oxim 3,2 g. 


4,220 mg Subst.: 9,101 mg CO,, 1,681 mg H,O. — 2,408 mg Subst.: 
0,453 cem N, (23°, 722 mm). 
C,,H,O,N, (203,2) Ber. C 59,09 H4,46 N 20,69 
Gef. ,, 5882 ,, 4,46 ,, 20,61. 


Titration einiger Pyrrole. Die Substanzen (etwa 0,1 g) werden 
heiB in 10—20cem Sprit gelést, mit einigen Tropfen Phenolphthalein- 
lésung versetzt und mit 0,1 n-Natronlauge bis zur Rosafiirbung titriert. 

Nicht sauer reagierende Pyrrole: 
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Die Ultraviolett-Absorption von Cytochrom c 
und von Na.S,0,*) 
Von 
Otto Schales und Hans Behrnts-Jensen 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit und dem Staatl. Vitaminlaboratorium. 
Kopenhagen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. November 1938) 


Im Rahmen der Untersuchungen iiber das wasserlésliclie 
c-Haimin aus Blut’) interessierte uns der Vergleich seines Absorp- 
tionsspektrums mit demjenigen von Cytochrom c. Wir haben deshall) 
Cytochrom c nach dem Verfahren von Keilin und Hartree®*) aus 
Herzmuskel isoliert und das Absorptionsspektrum der reduzierten 
Substanz aufgenommen. Im sichtbaren Gebiet deckt sich die 
von uns erhaltene Absorptionskurve weitgehend mit den friiheren 
Befunden. Im Ultraviolett finden wir, genau wie Theorell’), 
eine EKiweiBbande bei 275 mu. Ferner finden auch wir ein 
kriftiges Maximum bei 316 mu und ein angedeutetes Maximum 
bei 345 my, die beide von der prosthetischen Gruppe herriihren. 
Von unseren zahlreichen Aufnahmen geben wir in Fig. 1 die 
Kurve wieder, die wir nach Reduktion mit Cystein erhalten. 
Wir bringen dabei nur den Wellenliingenbereich, in dem keine 
Stérung durch die Eigenabsorption von Cystein bzw. Cystin im 
Ultraviolett erfolgt. Die Kurve ist, ebenso wie die anderen 
Kurven dieser Arbeit, eine typische Farbkurve, das heift, die 
Ordinatenwerte sind Logarithmen von Extinktionskoeffizienten. 
Der Vorteil dieser Darstellungsweise liegt darin, daB der Kurven- 
verlauf unabhingig von der Konzentration der untersuchten 
Substanz bleibt, so daB sich eine Umrechnung auf den molaren 
Extinktionskoeffizienten eriibrigt. 


*) Mit Unterstiitzung des van’t Hoff-Fonds und der Ella Sachs 
Plotz-Foundation. 

1) II. Mitteil.: O. Schales, Ber. chem. Ges. 70, 1874 (1987). 

*) D. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. roy. Soc., Lond. (B) 122, 2° 
(1937). 
*) H. Theorell, Biochem. Z. 285, 207 (1936). 
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Vergleicht man unsere Fig. 1 mit der Kurve, die man aus 
Theorells Zahlenangaben (nach Umrechnung) erhilt, so findet 
man eine Abweichung vor allem insofern, als nach unseren Fest- 
stellungen das Minimum zwischen 360 und 380 my deutlich tiefer 
liegt. Dagegen decken sich die Héhen der Maxima bei 316 und 
bei 414 mu mit Theorells Angaben. Benutzen wir Natrium- 
hyposulfit zur Reduktion des Cytochroms, so finden wir das 
Maximum bei 316 mu auBerordentlich erhéht. Lassen wir die 
reduzierte Lésung aber einige Zeit an der Luft stehen oder leiten 
wir 5 Min. Sauerstoff durch sie, so flacht sich die Bande wieder 
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; Fig. 1 
Typische Farbkurve von Cytochrom c 


zum Normalwert ab. (In diesen Versuchen verwenden wir ge- 
pufferte Lésungen, p, = 8 bis 9, so daB keine Oxydation des 
Cytochroms durch den Luftsauerstoff erfolgt.) 

Wir gingen dem eigenartigen Wechsel in der Héhe des 
Maximums bei 316 mu nach und stellten fest, daB er durch die 
Uberlagerung der Absorptionsspektren zweier Substanzen zustande 
kommt. Das bleibende Maximum bei 316 mu gehért dem Cyto- 
chrom c an. Das vergingliche Maximum an genau der gleichen 
Stelle riithrt von Na,S,O, her und verschwindet deshalb beim 
Kinleiten von Sauerstoff. 

Vergleicht man das Absorptionsspektrum, das Lorenz und 
Samuel’) fiir Na,S,O, angeben (Fig. 2), mit demjenigen von 
Cytochrom ¢, so bemerkt man groBe Ahnlichkeiten in dem frag- 
lichen Wellenlangenbereich. Wir haben die Kurve dieser Autoren 
ausgemessen und finden das starke Maximum bei 316 mu, das 
angedeutete Maximum bei 347 my. Den Verlauf der Absorptions- 
kurve von Na,S,O,, so wie wir ihn in zahlreichen Aufnahmen immer 
wieder fanden, zeigt Fig. 3. Auch hier liegt ein kriftiges Maximum 
bei 316 mu. Das angedeutete Maximum ist dagegen bei 348 mu 





) L. Lorenz u. R. Samuel, Z. physik. Chem. (B) 14, 219 (1981). 
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nur auBerordentlich schwach erkennbar. (Um den Vergleich zy 
erleichtern, bringen wir in Fig. 4 die Kurven der Fig. 1—3 in 
einem gemeinsamen Koordinatensystem.) 
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Wenn auch keine Identitit der Absorptionskurven von 
Cytochrom ¢ und von Na,8,0, im Bereich 310—360 muy vorliegt, 
so sind doch Ahniichkeiten im Verlauf unverkennbar. Es fragt 
sich, ob diese Ahnlichkeiten mehr als zufiillig sind. Die pro- 


sthetische Gruppe des Cytochroms c enthilt, wie Theorell') fand, 





1) H. Theorell, Enzymologia (Nd.) 4, 192 (1937); Biochem. Z. 298, 
242 (1938). 
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Schwefel. Der thnliche Verlauf der Ultraviolett-Kurven von 
Cytochrom c und von Na,8,O, kénnte vielleicht auf Ahbnlichkeiten 
‘n der Bindungsart des Schwefels in beiden Substanzen beruhen. 

Verfolgt man diesen Gedanken weiter, so kommt man u. a. 
zur Vermutung, der Schwefel kénne im nativen Cytochrom c 
vierwertig (wie in Na,S,O,) sein und nicht zweiwertig wie in 
Theorells Porphyrin c. Durch Modellsynthesen (Kinfiihrung 
einfacher schwefelhaltiger Gruppen in Himin) und Ermittlung der 
Ultraviolettabsorption derartiger Verbindungen kénnte man hier 
unter Umstiinden zu einer Entscheidung kommen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Aufnahmetechnik. Zur Aufnahme der Spektren gebrauchten wir 
einen Hilger-Quarz-Spektrographen E 316 mit zwei logarithmisch abgestuften 
Kiivetten (Schichtdicke d = 0,1 bis 1,0 em) so daB jede Belichtung auf einmal 
10 Spektren ergibt. Die Lichtschwichung erfolgte durch einen rotierenden 


Sektor, dessen Skala direkt log angibt. Als Lichtquelle diente ein 


Jy 
J 
Wolframfunken, die Wellenlingen-Skala wurde mittels eines LEisen- 
bogen-Spektrums geeicht. Plattenmaterial: Ilford Zenith Super Sensitive, 
10,2 x 25,1 em. Die Berechnung der Logarithmen der Extinktionskoeffizienten 
erfolgte nach der Formel: 
logk = log > + log (log = ; 
2. MeBergebnisse. a) Cytochrome: Die untersuchte Lésung wurde 
durch Verdiinnen von 10 cem einer Cytochrom c-Stammlésung mit m/75-Borat- 
putter (py = 9,2) auf 25 cem und Reduktion durch wenig neutrale Cystein- 
lisung erhalten. In die zweite Kiivette (Vergleichsspektrum) gaben wir 
reine Pufferlésung entsprechender Konzentration. 














logk | Wellenlinge in mu logk | Wellenlinge in mu 
0,70 412, 415 0,11 | 308, 321, 389, 427 
0.67 | 410, 416 0,07 | 306, 326, 388, 428 
062 | 408, 418 0,03 | 298, 328, 885, 430 
0,59 406, 420 0,00 | 332, 384, 430 

056 | 405, 421 — 0,05 | 334, 382, 431 

O51 | 404, 421 — 0,08 | 332, 888, 432 

0,48 404, 422 — 0,12 333, 383, 430 

0,44 | 4038, 422 — 0,15 337, 881, 433 

0,40 402, 423 — 0,19 348, 880, 434 

037 | 400, 424 — 0,23 352, 3877, 434 

0,33 399, 423 — 0,27 354, 878, 435 

0,29 397, 425 — 0,30 | 356, 370, 436 

026 | 396, 425 — 0,34 437 

0,22 395, 425 — 0,38 | 438 

0,18 | 394, 426 — 0,41 | 438 

0,15 891, 426 — 0,52 | 441 
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b) Natriumhyposulfit. Zur Aufnahme wurden 25,8 mg Na,S,0, 
(p.a. Merck) in 60 ccm m/75-Phosphatpuffer (py = 8) gelést. In die zweite 
Kiivette (Vergleichsspektrum) gaben wir reine m/75-Pufferlosung. 
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mu Uber Dehydrierung der Brenztraubensiure*) 
III. Mitteilung 
Von 


3» Annau und T. Erdés 


Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. November 1938) 





In zwei friiheren Arbeiten?) wurde mitgeteilt, daB die Rinde 
der Schweinsnieren eine Substanz enthilt, die in Gegenwart eines 
aus dem Brustmuskel der Taube passend hergestellten Fermentes 
die Brenztraubensdure im Thunberg-Versuch dehydriert. Diese 
Substanz, welche wir schlechtweg ,,Aktivator“ nannten, wurde in 
Form ihres Chininsalzes krystallinisch erhalten und analysiert; 
wir gaben eine vorliufige Formel an. Da mit den Hilfsmitteln 
des Laboratoriums stets nur wenig Aktivator hergestellt werden 
konnte und dadurch eine sorgfaltige Reinigung sehr erschwert 
war, wurde er aus 600 kg Schweinsniere**) jetzt als freie Siure 
krystallinisch hergestellt und genau analysiert. Aus den Ana- 
lysen ging hervor, daB der Aktivator Bernsteinséure ist. Dadurch 
ergaben sich aber fiir die Rolle des Aktivators ganz besondere 
tichtlinien und die Dehydrierung bzw. Oxydation der Brenztrauben- 
siure ist somit mit dem C,-Siuresystem in Verbindung zu bringen, 
welches System nach den Arbeiten von Szent-Gyoérgyi und 
Mitarbeitern?) bei den Oxydationen im Tiergewebe eine bedeutende 
Rolle spielt. Die Versuche bewiesen, daB es eben die kleinen 
Bernsteinsiiuremengen (1—100 7) sind, welche bei diesem De- 
hydrierungsprozeB Bedeutung haben und wahrscheinlich im Sinne 
eines Wasserstofftibertrigers wirken, wie dies ebenfalls in friiheren 
Arbeiten dieses Institutes angegeben wurde. Dab dem C,-System 





‘) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 
**) Es sei hier der A.G. Gedeon Richter fiir die groBziigige Unter- 
stiitzung unserer Arbeit durch Uberlassung und Rohaufarbeitung von 600 kg 
Schweinsniere bestens gedankt. 
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bei dem oxydativen Abbau der Brenztraubensiiure eine besondere 
Rolle zukommt, hat der eine von uns schon friither nachgewiesen, 
doch ist die Wichtigkeit der kleinen Mengen nicht so klar heryor. 
getreten und erst die Isolierung der Bernsteinsiure (3 g aus 600 kg 
Niere) wies eindeutig darauf hin. In Anbetracht dieser Ergebnisse 
versuchten wir in der folgenden Arbeit die Rolle der Bernstein. 
siure beim oxydativen Abbau der Brenztraubensiiure im einzelnen 
aufzukliren. 

Erstens versuchten wir festzustellen, welcher der beiden 
Reaktionsteilnehmer bei dem ReaktionsprozeB Bernsteinsiiure- 
Brenztraubensiiure seinem Wasserstoff dem anderen iibergibt. Knt- 
weder ist anzunehmen, daB der ProzeB im Sinne der Gleichung 
COOH - CH, - CH, - COOH + CH, -CO- COOH —> COOH - CH: CH - COOH 

+ CH, - CH(OH) - COOH 
verliiuft und dadurch ein Abbau der Brenztraubensiure nicht 
zustande kommt; oder aber die Bernsteinsiiure oder die aus ihr 
durch die Succinooxydase gebildete Fumarsiiure iibernimmt den 
Wasserstoff der Brenztraubensiiure, wodurch letztere oxydiert wird. 
Dieser Umstand wire aber von prinzipieller Bedeutung. 

Zweitens wollten wir feststellen, welcher der beiden Reaktions- 
teilnehmer eine stéchiometrisch verfolgbare Veriinderung aufweist. 
Allerdings kam hier zuniichst die Brenztraubensiure in Betracht. 

Drittens hatten wir nachzuweisen, ob aus dem Abbau der 
Brenztraubensiure auf die Natur der Oxydation gefolgert werden 
kénnte. 

Und zuletzt wollten wir sehen, wie der ganze Prozeb von 
Anderungen im Milieu abhiingig ist. 


Versuchsteil 


Isolierung von Bernsteinsiure aus Schweinsniere. Ausgalgs- 
material waren 600 kg Schweinsniere. Wir hielten uns an die 
in der zweiten Mitteilung angegebenen Vorschriften. Die {ree 
Siure wurde aus dem Silbersalz durch H,S gewonnen und die 
Lésung im Vakuum eingedampft. Die Bernsteinsiure scheidet sich 
in schénen weiBen Krystallen aus. Sie wurde mehrmals aus Wasser, 
unter Anwendung von Tierkohle, umkrystallisiert und kam nach 
dem Trocknen im Vakuum iiber CaCl, bei 100° zur Anaiyse. 
Die Substanz ist ohne Zersetzung sublimierbar. Schmelzp. 152". 
Kine Mischprobe mit synthetischer Bernsteinsiure vom Schmelz- 
punkt 182° ergab keine Schmelzpunktsdepression. 
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4,252, 5,458 mg Subst.: 6,318, 8,124 mg CO,, 2,075, 2,56 mg H,0. 





ondere 

































vlesen, C,H,0, Ber. C 40,66 H 5,12 
siete, Gef. ,, 40,53, 40,60 ,, 5,46, 5,25. 
600 ke Aciditiitsmessung: 7,311, 7,200 mg Subst. (Phenolphthalein). 
bnisse & n-100-NaOH ecm Ber. 12,38 12,20 
iste. & Gef. 12,25 12,15. 
zelnen Danach ist also der Aktivator als Bernsteinsiiure identifiziert 
, 
‘ worden. 
beiden 


iure— Physiologische Versuche. Die Klirung der Frage, welcher 
Ent. | vou den beiden Reaktionsteilnehmern Bernsteinsiure bzw. Brenz- 
traubensiure der Dehydrierung unterliegt, dachten wir am ehesten 





























ichung 
in Thunberg-Versuch entscheiden zu kénnen. Wie schon oben 
— hetont, ist dies von prinzipieller Wichtigkeit und gibt die Richt- 
linien fiir die nichstfolgenden Versuche an. Das Verfahren war 
nicht das schon in den friiheren Arbeiten befolgte. Es wurden die 
us ihr Dehydrierungszeiten von verschiedenen Konzentrationen Bernstein- 
it den JF siure in Gegenwart von gleichbleibender Menge Brenztraubensiure 
t wird. und verschiedener Brenztraubensiurekonzentrationen bei gleichen 
Bernsteinsiuremengen verglichen. 
<t10ns- 
fweist. Tabelle I 
ag Dehydrierungsversuch nach Thunberg 
ua der = i ‘ ; 
sil Eine Réhre enthilt 1 ccm Fermentsuspension, 1 ccm Boratpuffer px 7,94, 
— icem Methylenblau 1/5000, Brenztraubensiiure bzw. Bernsteinsiiure in den 
angegebenen molaren Konzentrationen, Gesamtvol. einer Réhre 5 ccm 
B von —_——__— —— 
Dehydr.- Dehydr.- 
Zeit Zeit 
Brenztraubens. | m/1000 , Bernsteinsaure | m/1000 , 
Bernsteinsiiure o {27 Brenztraubens. ) initio 
rangs- 
' aio brenztraubens. | m/1000 150” 
in ale Bernsteinsiure | m/1000 
frp] , : sa 
rele Brenztraubens. | m/1000 9! Bernsteinsiiure | m/1000 30° +++ 
id die Bernsteinsiure | m/10000 Brenztraubens. | m/10000 |{ 
ot sich Hrenztraubens. | m/1000 Bernsteinsiiure | m/1000 
1) * Pr : / ‘ . ’ : 
Tassel, bernstéinsiure |m/100000 | 30 +++ 1! Brenztraubens. m/100000 | 80 id 
nach 
valyse. Dabei wurde angenommen, daf bei einer optimal minimalen 
132°, JE Bernsteinsiurekonzentration und optimal maximalen Brenztrauben- 
:melz- siurekonzentration die Dehydrierungszeit zugunsten eines Teil- 


nehmers entscheiden werde. Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, 
‘loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVII. 8 
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betriigt die Dehydrierungszeit im Falle von m/10000-Bernstein- 
siure und m/1000-Brenztraubensiure 9 Minuten und im Falle 
von m/10000-Brenztraubenséure und m/1000-Bernsteinsiure iiber 
30 Minuten, das heiBt dieselbe wie die der Bernsteinsiure allein, 
Das weist darauf hin, da8 eine minimale Wasserstoffmenge zu- 
gegen sein muB, um die Dehydrierung des Methylenblau zu be- 
werkstelligen. Diese Menge Wasserstoff kann aber danach nur 
von der Brenztraubensiure stammen und somit zeigt der Verlauf 
der Reaktion auf eine Dehydrierung der Brenztraubensiure hin, 
Dieser Unterschied der Dehydrierungszeiten der verschiedenen 
Konzentrationen beider Teilnehmer ist aber nur in diesen kleinen 
Konzentrationen zu beobachten, denn bei héherer Konzentration 
entfarbt die Bernsteinsiure selbst das Methylenblau, da geniigend 
Wasserstoff zugegen ist; dann fallen die Unterschiede weg. 

Die folgenden Versuche haben wir mit Warburg-Respiro- 
metern unternommen, um zu sehen, in welchem Mafe die De- 
hydrierung bzw. Oxydation der Brenztraubensiéure in Gegenwart 
von Bernsteinsiure zustande kommt. Das Enzym benutzten wir 
dazu unverdiinnt, das heiBt: das nach dem beschriebenen Ver- 
fahren*) hergestellte Enzympriparat haben wir nach 4maligem 
Waschen mit 0,45°/,iger Kochsalzlésung, nicht mit 0,9°/, iger 
NaCl-Lésung verdiinnt, sondern den abzentrifugierten ziemlich 
dicken Brei in Mengen von 1—3ccm in den Atmungstrog pipet- 
tiert. Das Na-Salz der Brenztraubensiure befand sich auch in 
Atmungstrog, die Bernsteinsiure im SeitengefaB und wurde beim 
Beginn des Versuches eingekippt. Als Pufferlésung benutzten wir 
einen Boratpuffer von p,, 7,94. Weiter setzten wir zu den Respi- 
rationsversuchen Methylenblau in einer Konzentration von 1/5000 
zu, obzwar dies nicht unbedingt nétig ist, da der Versuch ein 
aerober ist und daher auch mit molekularem Sauerstoff zustande 
kommt. Doch fanden wir, dab die Atmung in Gegenwart von 
Methylenblau gleichmiBiger und vollkommener war. Den wahr- 
scheinlichen Grund dafiir werden wir spater in den Besprechungen 
angeben. 

Wie aus der Fig. 1 zu sehen ist, besitzt Bernsteinsiure 10 
der angegebenen Konzentration (1007) auch eine Higenatmung, 
was leicht zu erklaren ist, doch iibersteigt sie niemals minimale 
Werte. Brenztraubensiure allein verbraucht an diesem Enzym- 
priparat ziemlich Sauerstoff, wofiir wir den Grund mit Be- 
stimmtheit nicht angeben kénnen, doch mag das seine Erklarung 
darin finden, daB das Ferment trotz sorgfaltigem Waschen von 
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minimalen Mengen Bernsteinsaéure doch nicht befreit werden kann. 
Diese Annahme findet ihre Bestaétigung darin, daB wir am Anfang 
der Versuche, als wir den ,,Aktivator“, das heiBt die Bernstein- 
siure, aus der Schweinsniere isolierten, die zerkleinerte Schweins- 
niere mit 0,45°/,iger Kochsalzlésung 4mal griindlich wuschen 






aa aa aa (gaa a Sa 7 
| 
200 - ny 5g.Ac. Fyruv+ 
Pi 106 y Ac Succir 
ai 
came 
a 
700 -. Zs 
I. 5mg.Ac. Pyruv. 
ry 
= T00y Ac. Succin, 
§ 0 
S 
170° 29 30° 40° 50° 60 
Fig. 1 


Enzymbrei 5 ecm, Boratpuffer py 7,94 2 ccm, Methylenblau 1/5000 2 ccm, 
Volumen der Versuchsfliissigkeit 9 cem, Versuchszeit 60 Minuten 





Ac Pyruv.2-64 mg 
40’ 
Fig. 2 


Enzymbrei 3,5 cem, Boratpuffer py 7,94 2 ccm, Methylenblau 1/5000, 
Volumen der Versuchsfliissigkeit 9 ccm, Versuchszeit 40 Minuten 


und erst aus diesem gut gereinigten Rohmaterial die Bernstein- 
siure nach vorheriger Hitzekoagulation isolieren konnten. Kin 
Teil der Bernsteinsiure befindet sich also in dem Gewebe fixiert. 

Fig. 2 zeigt den Sauerstoffverbrauch der Brenztraubensiiure 
ei verschiedenen minimalen Bernsteinsiurekonzentrationen. Man 
sieht aus der Tabelle gut, daB schon Mengen von 5—10y die 
Oxydation der Brenztraubensiiure zu katalysieren vermégen, also 


im Bereiche der Wirkung eines Co-Fermentes liegen. Vermehrt 
8 * 
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man die Bernsteinsiure iiber die in der Tabelle angegebenen 
Mengen, so tritt ihre Eigenatmung in den Vordergrund. 

Um einen tieferen Einblick in den Atmungsmechanisinus 
dieses Systems zu gewinnen, bestrebten wir uns, die Menge des 
verbrauchten Sauerstoffes mit der veratmeten Brenztraubensiiure 
zu vergleichen. Die Brenztraubensiure wurde folgendermafen 
bestimmt: Nach Beendigung der Atmung wurde jedem Gefiif 
1 ccm 20°/,ige Trichloressigsiure zugesetzt und in einem aii- 
quoten Teil der schwach blau gefairbten Lésung die Brenztrauben- 
siure nach der Methode von Clift und Cook’) titrimetrisch 
bestimmt. Bei der Fallung mit Trichloressigsiure bleibt ein wenig 
Methylenblau in Lésung, so dab die jodometrische Titrierung 
etwas erschwert wird, doch sind nach einiger Ubung und bei ve- 
niigender Verdiinnung gute Resultate zu erhalten. 


Tabelle II 


1 cem Enzymbrei, 1 ccm Boratpuffer py, 7,94, Methylenblau 1 cem 1 / 5000, 

Versuchsfliissigkeit 4 cem, Versuchszeit 45 Minuten. — Im Versuch 8 und 9 

war die Menge der Brenztraubensiiure 2,64 mg, der Bernsteinsiure 100, die 

iibrigen Agenzien in doppeltem Volum, Volumen der Versuchsfliissigkeit 
9 ccm, Sauerstoffverbrauch in Kubikmillimetern 

















es 0,118 mg | 0,88 mg | 0,118mgBern-| Ber. Brenz- | Gef. Brenz- 
= dy Bern- Brenz- steinsiure | traubensdure- | traubensiiure- 
= . stein- | trauben-|0,88mgBrenz-| verbrauch verbrauch 

Z. siiure siure | traubensiure in mg in mg 

1 | 20 47 50 151 0,88 0,85 

21 3 8 34 83 0,45 0,54 

3 | 12 25 41 98 0,57 0,55 

4] 0 28 25 116 0,69 0,46 

5 0 27 58 118 0,72 14 

6 0 11 15 78 0,58 0,63 

7 0 26 20 72 0,45 0,58 

2 85 106 283 1,51 1,40 

9 | 26 68 80 212 1,13 1,04 




















Nach unseren friiheren Versuchen') mit iiberlebendem Leber- 
gewebe verbraucht 1 Molekil Brenztraubensiure in Gegenwart von 
Fumarsaure 1 Atom Sauerstoff. Ohne Fumarsiiure ist die Oxy- 
dation der Brenztraubensiure unvollkommen. — Es entstehen 
Acetonkérper. — Diese Erfahrung haben wir bei den stéchio- 
metrischen Berechnungen dieser Versuche in Betracht gezogen, 
und wie wir aus der Tabelle ersehen, stimmen die Werte inuer- 
halb der Fehlergrenzen gut iiberein. Demnach wird unter den 
von uns aufgestellten Versuchsbedingungen Brenztraubensiiure 10 
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sin Gegenwart von minimalen Mengen (5—100 +) Bernsteinsiure mit 
ron einem Atom Sauerstoff oxydiert. . ; : . 
i dline In 3 Fallen haben wir die gebildete Kohlensaure bestimmt 
i | und ein gutes Verhiltnis zum verbrauchten Sauerstoft gefunden. 
sion Das heiBt, es wird — wie aus der Tabelle zu ersehen ist — auf 
Cefag 1 Atom Sauerstoft 1 Molekiil CO, gebildet. Letzteres wurde bei 5° 
rn manometrisch bestimmt, indem nach beendeter Atmung dasselbe 
on Te AtmungsgefaB mit 10°/, iger Schwefelsiure beschickt wurde. 
trisch Tabelle III 
wenig i cem Enzymbrei, 2 cem Boratpuffer p;, 7,94, 2 cem Methylenblau 1/5000, 
eruae Volumen der Versuchsfliissigkeit 9 cem, Versuchszeit 60—45 Minuten. 
me Sauerstoff und Kohlensiiure in Kubikmillimetern 
. 100 2,64 mg - 100 Bern- os — 
a ? ne: nel isiiaeetiieine ben Simon 
5 sdure traubensiure traubensiure O, bzw. CO; 
oy fo, co, | 0 | co, | 0 | 00, | 0, | 60, | 0, | 60, 
00, die 1 | 7 | 253 | 62 | 152 |] 76 | 416 | 203 | 451 | 142 | 299 
sigkeit 2 60 205 45 134 73 | 869 193 | 429 148 | 295 
a) 80 176 100 184 78 259 167 , 316 67 132 
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, Enzymbrei 3,5 ccm, Boratpuffer py 7,94 2 ccm, Methylenblau 1/5000 2 cem, 
tehen Volumen der Versuchsfliissigkeit 9 cem, Versuchszeit 100 Minuten 
ychi0- , ; : 
ent Zuletzt sei noch 1 Versuch angefihrt, bei dem wir die 
to \irkung der Mg-Ionen auf die Oxydation der Brenztraubensiure 

am studierten, Nach den Arbeiten von Lohmann und Schuster’) 
mee steigern. Mg- und Mn-Ionen die Decarboxylierung der Brenz- 


traubensiure mittels Co-Carboxylase. Auch wir haben diese 
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fordernde Wirkung der Mg-Jonen sowohl in Dehydrierungs. 
versuchen nach Thunberg wie in Atmungsversuchen nach War- 
burg beobachten kénnen. Mitgeteilt sind nur die Atmungsversuche. 
Die férdernde Wirkung ist in kleinen Konzentrationen maxima] 
und nimmt ihre Zunahme proportional ab. 


Besprechung 


DaB dem C,-System als Wasserstoffiibertriiger eine ganz 
besondere Rolle im Oxydationsmechanismus der tierischen Zelle 
zukommt, haben die Arbeiten von Szent-Gyérgyi und Mit. 
arbeitern gezeigt. Es fehlten aber bisher Angaben dariiber, welche 
Nahrstoffe an diesem katalytischen System verbrennen. Line 
Dehydrierung von MHexose-diphosphat durch kleine Mengen 
Fumarsiure hat I. Banga’) beobachtet. Eindeutig wurde nur 
bewiesen, dab im itiberlebenden atmenden Lebergewebe die Oxy- 
dation der Brenztraubensiiure in Anwesenheit von Fumarat 
einen anderen Weg einschligt als ohne sie. Weiter wurde be- 
wiesen, daB die Veratmung der Brenztraubensiiure nur dann 
gesichert ist, wenn zugleich das C,-System anwesend ist. Uber 
den weiteren Mechanismus dieses Prozesses konnte aber nichts 
ausgesagt werden, da die einzelnen Phasen des Geschehens noch 
nicht geniigend klargelegt waren. 

Im vorigen Jahre isolierten wir aus tierischem Gewebe 
einen Aktivator, welcher Brenztraubensiure bei Anwesenheit eines 
geeigneten Enzymes dehydrierte. Dieser Aktivator, welcher sowoll 
im Muskelgewebe wie in der Niere nachgewiesen wurde, erwies 
sich als Bernsteinsiiure. Mit diesem Ergebnis und dem Befund, 
daB aus Gewebe nur solch kleine Mengen Bernsteinsiure isoliert 
werden konnten (3 g aus 600 kg Schweinsniere), welche in der 
GréBenordnung eines Co-Fermentes liegen, konnte ein unmittel- 
barer Beweis dafiir erbracht werden, daB der Organismus eben 
nur mit kleinen Mengen arbeitet, um die Dehydrierungsprozesse 
durchzufiihren. DaB aus der Niere vom ©,-System nur die 
Bernsteinsiure isoliert wurde, ist einfach damit zu erkliren, da! 
diese die reduzierte stabile Form des Systems bedeutet; sie ist 
aber in der Zelle wie im Experiment mit den iibrigen Mit- 
cliedern im Gleichgewicht. Welches Mitglied des C,-Cyclus hier 
eine Rolle spielt, ist zur Zeit noch unaufgeklart, doch ist ¢s 
wahrscheinlich, daB es die Fumarsiiure ist. Denn es verliult 
die Oxydation der Brenztraubensiure bei Anwesenheit von Bern- 
steinsiiure nur dann vollkommen, wenn zur Reaktionsmischung 
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zugleich Methylenblau zugegeben ist. Das Methylenblau begiinstigt 
nimlich die Bildung von Fumarsiure aus Bernsteinsiure durch 
die Succinodehydrase und die so gebildete Fumarsiure vermag 
dann die Brenztraubensiure zu dehydrieren. Daf zu dieser 
Reaktion nur minimale Mengen Fumarsiure ndtig sind, ist selbst- 
yerstindlich; denn wie schon 6fters betont, spielt das C,-System 
hier die Rolle eines Katalysators. 

In seinen Experimenten mit Bakterien hat auch H. A. Krebs’) 
auf die Bedeutung minimaler Mengen Fumarsiure beim Abbau 
von Brenztraubensiure aufmerksam gemacht. Doch verweilte er 
bei diesen Befunden nicht und zieht auch daraus keine Schliisse. 
Che effect of fumarate is catalytic, since small quantities e. g. 
'/,, aequivalent of the pyruvate present have aready a pronounced 
effect... We cannot offer any explanation for this effect, which 
we had also observed, when studying fermentation of pyruvic 
acid by Staphylococcus.“ 

DaB man die Wirkung dieser kleinen Mengen der C,-Siuren 
bisher unbeachtet lieb, hangt damit zusammen, daB man in physio- 
logischen Experimenten stets mit zu groBen Mengen arbeitete, was 
ihre spezifische Wirkung verdeckte. Nach unseren Ergebnissen 
vermittelt das C,-System den oxydativen Abbau der Brenztrauben- 
siiure. Das Verhiltnis zwischen O, und CO, weist darauf, daB 
in dem durch uns angewandten unvollkommenen System das 
Oxydationsprodukt Essigsiure sein kann. Daf dies in einem 
vollkommenen System, d. h. in der lebenden, atmenden Zelle, auch 
der Fall ist, wollen wir damit nicht behaupten; denn es ist leicht 
méglich, daB hier die Oxydation zu CO, und H,O fihrt, oder aber 
es entstehen aus den Produkten polymere Ké6rper. 

Kine besondere Aufmerksamkeit verdient das Experiment, 
in welchem gezeigt wurde, daB die katalytische Wirkung der 
Bernsteinsiure von Mg-Ionen beeinfluBt werden kann. Ihre 
fordernde Wirkung haben Lohmann und Schuster bei der 
cocarboxylatischen Decarboxylierung der Brenztraubensdure in 
der Hefe beobachtet. Mit unserem Versuch ist vielleicht das 
gemeinsame Prinzip gefunden worden, welches den oxydativen 
Abbau der Brenztraubensiiure mit der B, Vitamin-Wirkung ver- 
hindet. 

Zusammenfassung 

Der in zwei vorhergegangenen Arbeiten aus Schweinsniere 

isolierte Aktivator, welcher die Dehydrierung der Brenztrauben- 
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Bernsteinsiure identifiziert. Somit gehért er dem Oxydations. 
system der C,-Sauren an. 

Die in der Niere vorhandenen Mengen Bernsteinsiure sind 
iuBerst gering. Aus 600 kg Schweinsniere konnten nur 3 ¢ freje 
Bernsteinsaure isoliert werden. 

Die Versuche, welche mit synthetischer Bernsteinsiure durch. 
fiihrt wurden, bewiesen ebenfalls, da8B bei der Dehydrierung der 
Brenztraubensiure solch kleine Mengen im Spiele sind, wie sie 
im Bereich der Co-Fermente liegen. 

Mit der Dehydrierung ist die Oxydation der Brenztrauben- 
siure verbunden, wozu pro Mol. Brenztraubensiure 1 Atom Sauer- 
stoff verbraucht und 1 Mol. CO, gebildet wird. 

Die enzymatische Dehydrierung bzw. Oxydation der Brenz- 
traubenséure in Gegenwart von Bernsteinsiure als Katalysator 
ist durch Mg-Ionen giinstig zu beeinflussen. 

Friulein Dr. Margarethe Oskolas Kovacs danken wir fiir die 
Durchfiihrung der Analysen. 
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e sind Ein wasserlésliches c-Hamin aus Blut 
g freie & 3. Mitteilung’*) 
Von 
durch. § Otto Schales 
ng der cubano 
ve gle 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1938) 


auben- eat 
Sauer- nc 
Unterwirft man peptisch verdaute Blutlésungen der Ultra- 
Brenz- & filtration, so findet man im Filtrat ein Himin, das im Gegensatz 
ysator zum Protohimin wasserléslich ist), Dieses neue Hamin kann 
auch unter Umgehung der Ultrafiltration dadurch vom Proto- 
—s himin abgetrennt werden, daB man die Verdauungs-Ansiitze mit 


Ather ausschiittelt. Fiihrt man das neue Himin in sein Pyridin— 
Hiimochromogen iiber, so zeigt dieses, ebenso wie Cytochrom c, 
2 Absorptionsstreifen bei 550 mu und bei 519 mu. Das neue 
Himin wurde deshalb c-Hamin genannt. Es 1laBt sich durch 
); 244, Siulenadsorption an Aluminiumoxyd anreichern und ist, wie sein 
Verhalten bei der Enteisenung mit Bromwasserstoff—Eisessig zeigt, 


oe nicht mit der prosthetischen Gruppe von Cytochrom c identisch’). 


1. Ausbeute, Absorptionsspektrum, Kataphorese 


Aus Lésungen, die 100 g Hamoglobin enthalten, kénnen in 
wenig wechselnder Ausbeute 2,0—2,3 g chromatographisch an- 
gereichertes c-Himin isoliert werden. Ich habe den Kisen- 
gehalt eines derartigen Praparates bestimmt und gefunden, dab 
i,14 7 Fe im Milligramm enthalten waren. Von diesen konnten 
aber 4,69 y (76 °/,) bereits durch Zusatz von verdiinnter Saure in 
Lésung gebracht werden, stammen also nicht vom c-Himin. Durch 
Fillung mit Nitroso-phenyl-hydroxylamin-Ammonium lat sich 
dieses Nicht-Hamineisen zu 96°/, beseitigen, wobei auch etwa 10°/, 
des c-Himins mitgerissen werden (vgl. Versuchsteil). In 1 mg des 
Priparates sind also 1,45 y Hamineisen und folglich 0,26-10—7 Mol 
‘-Himin enthalten. Um 1 Mol c-Himin zu gewinnen, muB man 


‘) Mit Unterstiitzung des vant Hoff-Fonds und der Ella Sachs 
Plotz Foundation. 
') G. Barkan u. O. Schales, Diese Z. 246, 181 (1937). 
’) O. Schales, Ber. chem. Ges. 70, 1874 (1937). 
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demnach von rund 100 Mol Oxyhimoglobin ausgehen. Nimmt 
man fiir das c-Hamin ein Molekulargewicht von 1000 an — 
wahrscheinlich ist es gréBer — so wiiren in 1 g des chromato- 
graphierten Produktes 26 mg c-Himin (2,6°/,) enthalten. 

Da Cytochrom c seine Hauptabsorptionsbande bei etwa 412 
bis 415 my besitzt, war zu priifen, ob auch die Hauptabsorption 
des c-Himins im Violett liegt. Ich habe deshalb die Absorp. 
tionskurve des c-Hamins aufgenommen. AuBer den Banden 
bei 550 mu und bei 519 muy zeigte sich noch eine dritte, wesentlic); 
intensivere Bande bei 411 mp. Wihrend die Lage der Maxinis 
und die Héhenunterschiede zwischen den einzelnen Maxima be: 
den typischen Farbkurven von c-Himin und von Cytochrom c 
fast vollig iibereinstimmen, die drei Maxima beider Kurven also 
gleichzeitig zur Deckung gebracht werden kénnen, sind die 
Minima bei der Kurve des c-Himins weit weniger ausgepriict. 
Man hat den Ejindruck, als wiirden diese Minima durch die 
Absorptionskurve einer zweiten Substanz ausgefillt und_ iiber- 
lagert, die im Rot wenig, im Blau stark absorbiert, deren Ab- 
sorptionskurve also (ohne ausgepriigte Maxima) von Rot nach 
Blau ansteigt. Es miiBte sich demnach um einen, dem Priiparat 
beigemengten, braunen bis orangefarbenen Stoff handeln. Fir 
seine Anwesenheit spricht auch, daf saure c-Hiiminlésungen eine 
wesentlich intensivere Braunfirbung aufweisen als salzsaure 
Himatinlésungen gleicher Konzentration. Es gelang nicht, diesen 
Begleitstoff durch fraktionierte Fallungen vom c-Hiimin zu trennen. 
Auch im Theorellschen Kataphorese-Apparat*) wanderte er im 
Py-Bereich 4,4—9,0 gemeinsam mit dem c-Hiimin anodisch. Aus 
diesen Wanderungsversuchen folgt, da® das c-Hiimin in dem an- 
gegebenen p,,-Bereich als Anion vorliegt. Weiterhin mui man 
annehmen, daB der braune Begleitstoff entweder adsorptiv a 
das c-Himin gebunden ist oder sogar einen Teil des c-Hiimin- 
Molekiils darstellt. 


2. Behandlung von Blutlo6sungen mit verdiinnter Saure 


Auf der Suche nach Methoden, um c-Hamin aus Blut in 
reinerer Form zu isolieren, griff ich auf unsere friihere [est- 
stellung') zuriick, daB das Auftreten von c-Hiimin nicht u- 
bedingt die peptische Verdauung der Blutlisung erfordert. Wi 
hatten damals salzsaure Blutlésungen auf dem Wasserbad unter 


’) H. Theorell, Biochem. Z. 278, 1 (1935). 
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vermindertem Druck eingedampft und gefunden, daB sich aus 
dem trocknen Riickstand durch Extraktion mit Wasser bzw. ver- 
dinnter Salzsiure oder verdiinntem wiBrigem Ammoniak Lésungen 
des c-Himins erhalten lassen. Allerdings waren diese friiheren 
Versuche nicht sehr ergiebig. 

Ich hoffte, bessere Ergebnisse zu erhalten, wenn ich salz- 
saure Blutlésungen lingere Zeit bei Zimmertemperatur stehen 
lie’. Mit fortschreitender Spaltung des Hiimoglobins sollte sich 
das wasserunlésliche Himin ausscheiden und sedimentieren, so dab 
die iiberstehende Lésung schlieBlich nur noch das wasserlésliche 
c-Hiimin enthalten miiBte. Es wurde eine Reihe derartiger An- 
siitze gemacht. Nach einer gewissen Kinwirkungsdauer der Salz- 
siiure trennte ich den Bodensatz durch Zentrifugieren ab und 
untersuchte (nach Zugabe von Alkali, Pyridin und Na,S,O,) Nieder- 
schlag und Lésung spektroskopisch. Stets zeigte dann der inten- 
sive Himochromogenstreifen I einen dunklen Kern und einen 
hellen Vor- bzw. Nachschatteu. Dabei bestand der Unterschied 
zwischen Niederschlag und Liésung darin, daB das Absorptions- 
maximum der in Liésung gebliebenen Blutfarbstoffe gegeniiber 
demjenigen der ausgeschiedenen nach kurzwellig verschoben 
war (vgl. Tab. 1; die dunklen Kerne, die sich scharf abheben, 
sind unterstrichen). 


Tabelle 1 
Spektroskopisches Verhalten von Blutlésungen nach langerer Einwirkung 
von n/10-Salzsiure bei 20° 





























Prot.- ; ‘Dauner dec | Lésung (L) Lage von Himochromogen- 
Nr. | HCl-Einwirkung | Niederschlag (N) Streifen I in mu 
12/22 2 Wochen (L) 572,7 — 561,0 — 550,5 
(N) 572,8 — 566,0 — 553,6 
12/14 3 Wochen (L) 573,2 — 560,8 — 551,9 
(N) 572,6 — 56,1 — 552,2 
10/2 3 Monate (L) 569,4 — 559,8 47,5 
(N) 19,0 — 565,2 — 552,0 














Dieser Befund ist an sich von Interesse, er bietet aber 
keine Méglichkeit zur Isolierung von c-Himin. 


3. Natives Globin und c-Hamin 
Wenn, wie dies Barkan und Schales?) friiher fiir nicht 


unwabrscheinlich hielten, das c-Himin durch die peptische Ver- 
dauung aus einem im Blut vorkommenden c-Himoglobin ab- 
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gespalten wird, dann miBte beim Zusammengeben von c-Himin 
und nativem Globin ein c-Methimoglobin entstehen. Ich yer. 
suchte, diesen Stoff zu erhalten, um ihn als Ausgangsprodukt 
fiir die Reindarstellung des c-Hiimins zu verwenden. Es trat 
jedoch weder Methimoglobin-Bildung noch Entstehung eines Paya- 
himatins auf, wenn ich eine schwach alkalische c-Himin-Lésung 
zu einer Lésung von nativem Globin gab (vgl. Versuchsteil), 
Dieses Ergebnis laBt 2 Deutungen zu. Entweder gibt es im 
Blut ein c-Hamoglobin — dann wird seine prosthetische Gruppe 
durch die peptische Verdauung nicht nur abgespalten, sondern 
zugleich derart verindert, daB sie die Fihigkeit, sich mit Globin 
zu vereinigen, verliert. Oder aber, das wasserlésliche c-Hiimin 
ist ein Derivat des Protohimins, das bei der peptischen Ver- 
dauung des Oxyhimoglobins durch unvollkommenen Abbau des- 
selben bzw. durch Kondensation eines Globin-Abbauproduktes 
mit Protohimin entsteht. Zwischen diesen beiden Deutungs- 
méglichkeiten konnte wie folgt entschieden werden. 


4. ,Synthese’*‘ des wasserléslichen c-Hamins 


Ich habe Oxyhimoglobin aus nativem Globin und reinem 
Protohimin synthetisiert und der Einwirkung von Pepsin in 
n/10-Salzsiiure unterworfen. Nach der fir die Gewinnung des 
c-Himins iiblichen Aufarbeitung (Ather-Ausschiittelverfahren) er- 
hielt ich dann ein wasserlésliches Himin, das spektroskopisch 
mit dem c-Hiimin identisch war. 

Daraus folgt, daB das wasserlésliche c-Hamin nicht 
die prosthetische Gruppe eines hypothetischen c-Himo- 
globins ist, sondern ein Kunstprodukt, das bei der pep- 
tischen Verdauung von Oxyhimoglobin gebildet wird. 

Das c-Himin ist also ein Protohimin-Derivat und kein priifor- 
miertes Hiaimin. Es ist verstindlich, daB dieses Himin s0- 
wohl bei der peptischen Verdauung von Blutlésungen als auch 
beim Eindampfen unverdauter Blut—Salzsiiure-Ansiitze getfalt 
werden kann. In beiden Versuchsanordnungen treten niimlich 
durch Hydrolyse Spaltprodukte des Globins auf, die sich mit 
Protohimin zum c-Hamin vereinigen kénnen bzw. von vornherein 
mit ihm in Verbindung bleiben. Die Bildung von c-Hamin uuter- 
bleibt, wenn man Kohlenoxyd-Himoglobin an Stelle von Uxy- 
himoglobin peptisch verdaut. 

Die Leichtigkeit, mit der hier unter milden Bedingungen aus 
Oxyhiimoglobin eine Substanz mit den spektralen Eigenschatten 
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yon Cytochrom c entsteht, ist auch interessant im Hinblick auf 
die Frage nach der Entstehung von Cytochromc im lebenden 
Organismus. 


Frl. Selma Sussi danke ich fiir ihre Hilfe bei der Durch- 
fiihrung eines Teiles der Versuche. 


Versuchsteil 


1. Darstellung, Ausbeute, Eisengehalt. Die Darstellung und Chro- 
matographie des c-Himinpriiparates erfolgte nach der in der 2. Mitteilung?) 
beschriebenen Methode, wobei krystallisiertes Oxyhiimoglobin (Pferd) als 
Ausgangsmaterial diente. Beispiele fiir die Ausbeute: 9,6 g O,Hb ergeben 
83¢ Rohprodukt, aus denen durch Chromatographie 0,203 g gereinigtes 
Produkt erhalten werden (Ausbeute, bezogen auf O,Hb 2,12°/,). 115 g Oxy- 
himoglobin ergeben zuniichst 93 g Rohprodukt, die in 100 cem m/15-Phos- 
phatpuffer (py 8) gelést, mit 20 cem Pyridin und 500 cem Wasser versetzt 
und chromatographiert werden. Die Aufarbeitung des Chromatogramms 
liefert 2,65 g angereichertes c-Himinpriparat (Ausbeute, bezogen auf 
0,Hb 2,30 °/,). 

Das Eisen bestimmte ich als Rhodanid durch Vergleich mit einer 
frisch bereiteten Standardreihe. Zur Bestimmung des Gesamteisens wiegt 
man einige Milligramm Substanz in Kjeldahl-Kélbchen ein, gibt 0,2 cem 
Perhydrol und wenig n/10-HCl zu und dampft fast bis zur Trockne. Dann 
werden nochmals 0,2 ccm Perhydrol zugegeben und erwirmt, wobei sich 
die Lésung v6llig entfirbt. Um alles iiberschiissige Perhydrol zu zerstéren, 
wird nun 2mal mit je 10 cem n/10-HCI bis auf ein Volumen von etwa '/, cem 
abgedampft. SchlieBlich wird mittels n/10-HCl in ein 25 cem-MeBkélbchen 
iberspiilt und bis zur Marke aufgefiillt. Bei einer Einwage von 4,0 mg 
fanden sich in 1 eem Endlésung 0,175 x 10-7 Mol Fe, d.s. 6,117 Fe/mg 
Einwage. Bei einer Einwage von 6,8 mg fanden sich in 1 ccm Endlésung 
0,30 x 1077 Mol Fe, d. s. 6,16 y Fe/mg Einwage. Mittelwert: 6,147 Fe/mg. 
Zur Bestimmung des Nicht-Himineisens werden einige Milligramm des 
Priparates in genau 25 ecm n/10-HCl gelést. Bei einer Einwage von 9,6 mg 
fanden sich 0,825 x 107? Mol Fecem, bei einer Einwage von 6,0 mg 
0.2 x 1077 Mol Fe/eem; das bedeutet 4,75 bzw. 4,63 y Fe/mg Substanz, 
Mittelwert: 4,697 Fe/mg Priparat. Aus der Differenz der beiden Werte: 
Gesamteisen (6,14 y Fe/mg = 1,10 x 1077 Mol Fe/mg) und Nicht-Himineisen 
4,69 y Fe/mg = 0,84 x 1077 Mol Fe/mg) ergibt sich fir den Gehalt an 
Himineisen 1,457 Fe/mg Substanz = 0.26 x 10~7 Mol Himin/mg Priiparat. 

Fillung des Nicht-Himineisens mit Cupferron. In 6 cem n-HCl werden 
320 mg des chromatographisch gereinigten Produktes gelést. Zu 4 ecm 
dieser Lésung gibt man 0,1 cem einer 10°/,igen Cupferronlésung, liBt 
) Minuten stehen, trennt den Niederschlag durch Zentrifugieren ab und 
‘ithert die Lésung 8mal aus. Atherreste werden durch kurzes Erwiirmen 
auf dem Wasserbad entfernt. Wahrend die Lésung vorher 4,48 x 10~7 Mol 
Fecem enthielt, sind nun noch 0,17 x 1077 Mol ionisiertes Fe/eem nach- 
Wweishar. Dureh spektroskopische Kontrolle bei verschiedenen Schichtdicken 
“ibt sich sehitzen, daB gleichzeitig etwa 10°/, des c-Himins aus der 
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Lésung verschwunden sind, mitunter treten aber auch gréBere Verluste an 
e-Himin auf. 


2. Kataphorese. — Beispiel A. Es werden 95 mg des chromato- 
graphisch gereinigten Produktes in 50 ccm m/75-Boratpuffer (py, 9) unter 
schwachem Erwirmen gelést, von einem geringfiigigen farblosen Riickstand 
abfiltriert und in den Theorellschen Kataphoreseapparat gegeben. Tempe- 
ratur 23,2°, Stromstirke 3 Milliamp. Die Kataphorese wird nach 2'/, Stunden 
abgebrochen, das c-Himin ist dann bis zur Zelle + 2 vorgedrungen. Braun- 
fiirbung und c-Himin sind gleichsinnig und gleich schnell gewandert. 

Beispiel B. In 50 cem Citratpuffer (py 4,4) werden 91,4 mg Substanz 
unter Erwirmen auf dem Wasserbad gelost, filtriert und in den Kataphorese- 
apparat gegeben. Temperatur 23,2°, Stromstirke 3 Milliamp., Daue- der 
Kataphorese 61/, Stunden. Die Inhalte der einzelnen Zellen werden getrennt 
entnommen. Zu je 1 ccm Zellinhalt werden 2 Tropfen 50°%/,ige KOH, 
2 Tropfen Pyridin und etwas Na,S,0, gegeben. Es wird dann bei einer 
Schichtdicke von 5 em (Taschenspektroskop, Mikroktivette) spektroskopiert, 
gleichzeitig wird die Farbe der Himochromogenlésung notiert. 




















Tabelle 2 
' ", Spektroskop. |} 7). 2 Spektroskop. 
Zelle Farbe Befund Zelle Farbe Befund 
Streifen I ' 7 
+1 hellgelb eben angedeutet || ~ 1 farblos keine Streifen 
ere Streifen I . 
+ 2 ellorange | chr deutlich — 2 desgl. desgl. 
dunkel- | StreifenI und II . - 
" orange deutlich —— deagl. aie 
Streifen | 
+4 desgl. desgl. — 4 hellgelb | ahen angedeudet 
" : Streifen | 
+ 5 desgl. desgl. —5 | hellorange | ooh deutlich 
dunkel- Streifen I und Il 
sis desgl. mong. “~ orange deutlich 














Die Farbe einer Cytochrom c-Lisung, die bei gleicher Schichtdicke 
die Streifen I und II in etwa gleicher Intensitit zeigt, ist schwach rosa. 


3. Blut-Salzsdureansatze. Defibriniertes Rinderblut wird zentri- 
fugiert, die Blutkérperchen werden 2mal mit 0,9°/,iger NaCl-Loésung g¢- 
waschen und mit Wasser auf das 5fache Volumen des Ausgangsblutes 
aufgefiillt. Diese Lésungen werden dann mit dem gleichen Volumen n/5-HC! 
versetzt und verschlossen bei 20° gehalten. Die Aufarbeitung erfolgt 20 
verschiedenen Zeiten. Der Bodensatz wird abzentrifugiert und bildet dann 
eine schmierige dunkelbraune Masse. Davon werden 0,4 cem mit Wasser 
auf ein Volumen von 6 cem gebracht, gut durchgeschiittelt und 1 eem davon 
zur spektroskopischen Untersuchung benutzt, indem zunichst das gleiche 
Volumen 2n-NaOH zugegeben wird, sowie 0,2 cem Pyridin und etwas 
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Ein wasserldsliches c-Himin aus Blut 127 
Na,$,0, Die genaue Bestimmung der Lage der Absorptionsstreifen erfolgt 
bei einer Schichtdicke von 0,5 cm und einer Spaltéffnung von 0,005 bis 
0.01mm im GittermeBspektroskop nach Schumm mit stark dispergierendem 
Gitter. Die iiberstehende Lisung, die beim Zentrifugieren abgetrennt wurde, 
wird ebenfalls so ins Himochromogen umgewandelt, da8 man 1cem davon 
mit 1eem 2n-NaOH und 0,2 cem Pyridin sowie etwas Na,S,O, versetzt. 
Bei Lésungen, die einige Monate gestanden haben, ist der Himingehalt 
der Lésung so gering, daB man die spektroskopische Untersuchung bei 
oréBeren Schichtdicken — 1 bis 2cm — vornehmen muB. Entsprechend muB 
dann auch der Bodensatz verdiinnt werden. Die Ergebnisse einiger 
Messungen sind in Tab. 1 im Theoretischen Teil zusammengestellt. Einige 
Bodensitze wurden peptisch verdaut, dabei trat keine merkliche Anderung 
des spektroskopischen Verhaltens, also auch keine Bildung von c-Himin ein. 


4. Versuche mit nativem Globin. Natives Globin wurde nach 
Anson und Mirsky‘) dargestellt. Von den zahlreichen Versuchen, ¢-Himin 
mit Globin zu vereinigen, seien einige Beispiele erwiibnt. 

Beispiel 1: 35 cem Globinlésung (etwa 2,5°/,ig) werden mit 6 ccm 
einer c-Himinlésung versetzt (78,0 mg c-Haminpriparat in Boratpuffer 
Py = 11 gelést). Die schwach bréunliche Mischung zeigt keine Absorptions- 
streifen. 

Beispiel 2: 127mg c-Haiminpriiparat werden mit 15 ccm Wasser und 
0,5 cem n-NaOH versetzt. Zu 25 cem Globinlésung werden 5 ccm Borat- 
puffer py = 9,2 gegeben, dann wird die Hiiminlésung dazu gegossen, wobei 
sich das py der Lésung gegen 10,5 verschiebt. Es resultiert eine gelbbraune 
Lésung, die nach Reduktion (Na,S,O,) einen sehr schwachen Streifen bei 
550mu zeigt. Beim Schiitteln mit Luft verschwindet dieser Streifen. Gibt 
man zu einer Probe der reduzierten Lésung sehr wenig Pyridin, so tritt 
sofort der intensive c-Himochromogenstreifen bei 550 mu auf. 

Beispiel 3: 96,0 mg c-Himinpriiparat werden in 7 cem n/10-NaOQH 
gelist und zu 5 cem Globinlésung gegeben. Es tritt keine Farbinderung 
ein. Reduktion und Schiitteln mit Luft bewirken ebenfalls keine Anderung. 
Erst Pyridinzugabe zur reduzierten Lésung ruft die starken Absorptions- 
streifen des c-Himochromogens hervor. List man 1 mg Chlorhimin in 
7cem n/10-NaOH und gibt diese Lésung zu 5 cem Globinlésung, so wird 
die Mischung rot (alkalisches Methimoglobin). Durch Zugabe von etwas 
Na,S,0, bildet sich Himoglobin, das durch Schiitteln mit Luft in Oxyhimo- 
globin iibergeht und die beiden Streifen bei 578 mu und bei 542 mu 
kriftig zeigt. 

5. Peptische Verdauung von synthetischem Oxyhamoglobin. 
36,3 mg Chlorhimin werden in 2 ccm n/10-NaOH gelést und zu 50 cem 
Globinlésung gegeben. Das entstandene Methimoglobin wird durch Reduk- 
tion und Schiitteln mit Luft in Oxyhimoglobin iibergefiihrt. Zu 50 ccm der 
erhaltenen Oxyhimoglobinlésung gibt man 50 cem n/5-HCl, in denen 50 mg 
Pepsin-Witte (bzw. Pepsin-Armour) gelést sind. Es treten zuniichst Braun- 
firbung und eine schwache Flockung ein. Der Verdauungsansatz bleibt 
8 Tage im Brutschrank bei 37° und wird dann mehrmals mit Ather aus- 
geschiittelt, bis dieser farblos bleibt. Man erhiilt eine goldbraune wiBrige 


‘) M.L. Anson u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. (Am.) 18, 469 (1930). 
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Phase, die im Vakuum von den letzten Atherspuren befreit wird. Nach 
dem Filtrieren werden 3 ccm der Lisung mit 0,3 cem 10°/,iger Na,CO,. 
Lésung, 0,1 cem Pyridin und etwas Na,S,0, versetzt und spektroskopisch 
untersucht. Es zeigen sich 2 Himochromogenstreifen: 

I. 552,7—545,3 mu; Il. 519,0 mu. 

549,0 

6. Peptische Verdauung von Kohlenoxyd-Hamoglobin. Kaninchey 
blut (aus der Ohrvene entnommen, durch Liquoid-Roche vor dem (Ge 
rinnen geschiitzt) wird durch Zentrifugieren vom Plasma befreit. Der Blut. 
kérperchenbrei wird 2 mal mit isotonischer NaCl-Lésung gewaschen und 
dann mit destilliertem Wasser auf das 5fache Volumen des Ausgangshlutes 
aufgefiillt. 20 cem dieser Blutkérperchenlésung 1:5 werden mit 20 cem 
n/5-HCl, in der 20 mg Pepsin-Witte gelést sind, versetzt und in den Jrut. 
schrank gegeben. Durch einen weiteren Teil der Blutkérperchenlisung 
wird 1/, Stunde lang Kohlenoxyd geleitet, dann wird aus 20 cem dieser 
Lésung ebenfalls in der beschriebenen Weise ein Verdauungsansatz gemacht. 
Nach 3tigigem Brutschrankaufenthalt bei 37° werden beide Ansiitze wie 
unter 5. beschrieben aufgearbeitet. Die nach dem Ausithern verbleilbende 
wiBrige Phase ist bei dem Oxyhimoglobinansatz goldbraun, beim Kobhilen- 
oxyd-Hiimoglobinansatz fast farblos. Nach Zugabe von Alkali, Pyridin und 
Natriumhyposulfit zeigt der normale Ansatz 2 kriftige Absorptionsstreifen 
bei 549,7 und bei 519 mu, wihrend in der mit CO vorbehandelten Lisung 
kein Himochromogen enthalten ist. 





Zusammenfassung 

1. Das Pyridin—Himochromogen des c-Himins zeigt auber 
den beiden Absorptionsstreifen bei 550 und 519 mw noch einen 
dritten, intensiveren Streifen bei 411 mu. 

2. In den chromatographisch angereicherten Priparaten wird 
das c-Himin von einer braunen Substanz begleitet, von der es 
durch Kataphorese im p,-Bereich 4,4—9,0 nicht abgetrennt werden 
kann. Im genannten p,-Gebiet liegt das c-Himin als Anion vor. 

38. Aus schwach salzsauren Blutlésungen scheidet sich all- 
miihlich ein brauner Bodensatz ab. Die Hamochromogene aus 
Niederschlag und Lésung sind spektroskopisch verschieden. 

4. Aus c-Himin und nativem Globin entsteht kein c-Methaimo- 
globin. 
5. Das wasserlésliche c-Himin ist nicht die prosthetische 
Gruppe eines hypothetischen c-Haimoglobins im Blut, sondern ei! 
Kunstprodukt, das bei der peptischen Verdauung von Oxyhiimo- 
globin aus diesem entsteht. 

6. Blutlésungen, die mit Kohlenoxyd behandelt wurden, liefern 
bei der peptischen Verdauung kein c-Hamin. 
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Zur Spezifitét der Vitamin E-Wirkung 


Von 
F. v. Werder, Th. Moll und F. Jung 


{us den Forschungslaboratorien der Chemischen Fabrik E. Merck, Darmstadt) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1938) 


In einer friiheren Mitteilung') wurde gezeigt, daBb die charakte- 
ristische Wirkung des Vitamins E auf den Schwangerschaftsverlauf 
der Vitamin EK-frei erniihrten Ratte auch von einigen, teilweise 
einfach aufgebauten Verbindungen hervorgerufen wird, deren 
konstitutionelle Verwandtschaft zu den Tokopherolen nur sehr weit- 
liutig ist. Gleichzeitig haben John und Giinther*) und kurze 
Zeit darauf Evans, Emerson und Emerson?) ahnliche Beob- 
achtungen ver6ffentlicht. Die zur Erzielung des physiologischen 
Kifektes notwendigen Dosen sind bei den im Zusammenhang mit 
der Konstitutionsaufklirung der Tokopherole synthetisch her- 
gestellten Modellsubstanzen zwar erheblich héher als bei den 
Tokopherolen selbst, doch haben sich qualitative Wirkungs- 
uuterschiede bisher nicht ergeben. Um weitere Anhaltspunkte 
iiber die Spezifitiit der Vitamin E-Wirkung zu gewinnen, haben 
wir unsere Arbeiten itiber die Synthese und Priifung mehr oder 
weniger mit den Tokopherolen verwandter Verbindungen fort- 
gesetzt und wollen im folgenden iiber unsere Ergebnisse berichten. 

Durch die Abbauversuche von Fernholz, John, Bergel 
und Karrer sind wir iiber die Konstitution des a-Tokopherols, 

durch die elegante Synthese von Karrer auch auf synthe- 
tischem Wege zuginglich geworden ist, weitgehend unterrichtet. 
Die Frage, ob das e«-Tokopherol als Abkémmling eines substi- 
twerten Chromans oder Cumarans zu formulieren ist, diirfte 
nunmehr endgiltig zugunsten der ersteren Annahme entschieden 
sein, Es war daher von besonderem Interesse, das biologische 
Verhalten einfach gebauter Chromane zu studieren. Evans und 
Mitarbeiter’) haben schon einige diesbeziigliche Resultate mit- 
ceteilt. Uherraschenderweise waren diese mit den Tokopherolen 
niher als gewisse wirksame Ather des Durohydrochinons ver- 
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wandten Verbindungen in den gepriiften Dosen unwirksam. )je 
von uns hergestellten Vertreter verhalten sich ebenso. Zur [)ar. 
stellung der Chromane bedienten wir uns der Chromonsynthiese 
nach Simonis, die John®) erstmalig mit Trimethylhydrochinoy 
durchgefiihrt hat, und reduzierten die erhaltenen Chromone 
katalytisch. Wir machten ferner die Beobachtung, dab sich 


~Chromone durch Verbacken von Di-Estern substituierter Hydro. 


chinone mit Aluminiumchlorid gewinnen lassen®), Es wurden auch 
einfach gebaute Cumarane hergestellt. Bei Ausmessung der Ab- 
sorptionsspektren im Ultraviolett mit einer kontinuierlichen Licht- 
quelle (Wasserstofflampe) zeigte sich, daB die Absorptionsmaxima 
der Cumarane gegeniiber denen der Chromane um einen kleinen 
Betrag nach langen Wellen verschoben sind, auch liegen die 
Werte fiir den Extinktionskoeffizienten bei Amax. bei den 
5gliedrigen Heterocyclen etwas hoher als den 6gliedrigen. «-'l'oko- 
pherol und d,l-e-Tokopherol &hneln in ihrer Absorption melir den 
Chromanen. Wir halten diese Unterschiede fiir deutlich er- 
kennbar, sind aber mit anderen Bearbeitern dieses Gebietes der 
Ansicht, da die spektralen Verschiedenheiten nicht ausreichen, 
um die Tokopherole eindeutig in eine der beiden Stoffklassen 
einzuordnen. 

Beziiglich der Anordnung der Tierversuche verweisen wir 
auf unsere erste Mitteilung’). Wir geben im Versuchsteil auch 
unsere Priifungsergebnisse an den schon von anderen Autoren 
hergestellten und gepriiften Verbindungen wieder, da uns ei 
Vergleich der in verschiedenen Laboratorien erzielten biologisclen 
Priifungsergebnisse erwiinscht und wichtig erscheint. 

Die hohe Wirksamkeit des von Karrer_ synthetisicrien 
d,l-c-Tokopherols wurde in Ubereinstimmung mit den Resultaten 
von Karrer und Demole’) und von Evans, Emerson und 
Emerson’) bestiitigt. Interessant ist die Feststellung, dal cas 
aus 1,2,4-Trimethyl-6-oxy-benzol und Phythylbromid erhiltliche 
6-Desoxy-d,l-«-tokopherol in Dosen von 100 mg keine Vitamin E- 
Wirkung zeigt. Schon Karrer hat darauf aufmerksam gemac'it, 
da die Vitamin E-Wirkung mit einer Art von Redox-Mechanismus 
im Organismus zusammenhiingen kénne. Wir nehmen an, dab 
ein Vitamin E-wirksames Molekiil Phenol-, Phenolester- oder 
Chinongruppen enthalten mu. Die mangelhafte Wirksamkei! 
einfach gebauter Chromane ist vielleicht so zu erkliren, dai der 
heterocyclische Ring bei geringer Belastung durch die Seitenkette 
zu stabil ist, und dadurch die Ausbildung eines Hydrochinon 
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Chinon-Mechanismus verhindert wird. Wir wollen priifen, ob sich 
diese arbeitshypothetische Annahme durch weitere Versuchs- 
ergebnisse stiitzen liBt. 


Beschreibung der Versuche 


1. 2,6-Dimethyl-hydrochinon-(1,4). Hergestelit nach L. J. Smith 
und K.C. Johnson, J. Amer. Chem. Soc. 59, 678 (1937). 


Ergebnis der biologischen Prifung: Unwirksam in der Dosis 
100 mg bei 4 Tieren. 


2. 2,5-Dimethyl-hydrochinon -(1,4). Hergestellt nach Conant und 
Fieser, J. Amer. Chem. Soc. 45, 2199 (1923), vgl. L.J.Smith und 
K.C. Johnson, J. Amer. Chem. Soc. 59, 678 (1937). 


Krgebnis der biologischen Prifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 1 von 3 Tieren. 


3. Durohydrochinon. Hergestellt nach T.H. James und A. Weiss- 
berger, J. Amer. Chem. Soc. 60, 99 (1938). 


Krgebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 


100 mg bei 1 von 3 Tieren, vgl. hierzu das Resultat von Evans, 
Emerson und Kmerson’®). 


) 4. Durohydrochinon-2-methyl-pentyl-4-monoather. 16,6 ¢ fein ge- 
gepulvertes Durohydrochinon, 16,5 g 2-Methyl-4-brom-pentan (vgl. Chem. Z. 
1933, Il, 1173) und 100 cem absoluter Alkohol wurden unter stetem Riihren 
und Durchleiten von Wasserstoff auf 85° erwirmt. Im Verlauf von 2 Stunden 
wurden 100 cem normale alkoholische Kalilauge zugegeben. Nach dem Er- 
kalten wurde von ausgeschiedenem Ausgangsmaterial und Kaliumbromid 
l abgesaugt, das Filtrat mit Wasser versetzt und ausgeithert. Die ver- 
einigten Atherlésungen wurden mit einem Gemisch gleicher Volumteile 
\0°/,iger wiBriger Kalilauge und Methanol ausgeschiittelt, mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und eingedampft. Der Rickstand wurde in Benzol 
gelost und mit Cyansiiuredampf behandelt. Nach mehrtiigigem Stehen 
| § bei 0° wurde in iiblicher Weise aufgearbeitet, wobei das gut krystalli- 
| sierende Allophanat des Durohydrochinon-2-methy]-pentyl-4-monoiithers er- 
_ halten wurde, das nach dem Umkrystallisieren aus Methanol bei 206° 
schmolz. Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12 mm Hg 
bei 100° getrocknet. 
6,393 mg Subst.: 15,050 mg CO,, 4,870 mg H,O. — 4,919 mg Subst.: 
0370 com N, (22°, 747 mm). 
C,,H,,0,N, (826,2 Ber. C 64,24 H 8,39 N 8,33 
: Gef. ,, 64,21 , 8,40 » 8,06. 
Die Verseifung dieses Allophanates mit methylalkoholischer Kalilauge 
fiihrte zum Monoiither, der nicht in krystallisierter Form erhalten wurde. 
9. Durohydrochinon-3-methyl-5-(1’,1’,3’- trimethyl-2’-cyclohexyl)- 
pentyl-l-monoather. 8,3 g Durohydrochinon, 14,5 g 8-Methy]-5-(1’,1’,3’-tri- 
methyl-2’-eyelohexyl)-pentylbromid-(1) [vg]. Karrer u. Mitarb., Helvet. chim. 
g* 
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Acta 15, 886 (1932)] und 50 cem luftfreier absoluter Alkohol wurden unte; 
dauerndem Riihren und Durchleiten von Wasserstoff auf 80° erwiirnt. 
Im Verlauf 1 Stunde wurden 50 cem alkoholische Kalilauge eingetro)ft. 
Nach weiterem 4stiindigem Riihren bei 80° wurde abgekiihlt, mit Wasser 
versetzt und ausgeiithert. Den vereinigten Atherlésungen wurde nicht yn. 
gesetztes Durohydrochinon durch Abschiitteln mit Claisenscher Live 
entzogen. Der Riickstand (20 g) der mit Wasser gewaschenen und ¢ve- 
trockneten Atherlésung wurde in 200 cem Normalbenzin geldst und dure) 
eine Siiule aus Aluminiumoxyd (standardisiert nach Brockmann, 8 Zonep 
zu je 111g) filtriert. Nachdem das Chromatogramm durch Nachwaschey 
mit 4 Litern Normalbenzin entwickelt war, wurden die einzelnen Zone) 
mit einem Gemisch gleicher Volumteile Ather und Methanol eluiert: die 
Fraktion mit stirkster Adsorptionsneigung (4,1 g) wurde in trockenen 
Benzol gelést und mit Cyansiuredampf behandelt, der durch thermiscle 
Zersetzung von 7 g Cyanursiiure gewonnen war. Nach 3tiigiger Aui- 
bewahrung bei 0° wurde in bekannter Weise aufgearbeitet. Nach meli- 
fachem Umkrystallisieren aus Methanol wurden 2 g Monoither-Allophanat 
in farblosen Krystallen vom Schmelzp. 173—174° erhalten. Zur Analyse 
wurde die Substanz 1 Stunde im Hochvakuum bei 80° getrocknet. 


5,932 mg Subst.: 15,305 mg CO,, 5,085 mg H,O. 

C,,H,,0,N, (460,4) Ber. C 70,38 H 9,68 Gef. C 70,37 H 9,59. 

Der Monoiither selbst wurde durch Verseifung des Allophanats mit 
10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge als blaBgelbes Ol gewonnen. 

Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
50 mg bei 6 Tieren. 

6. n-Nonadecylbromid. n-Nonadecylsiureiithylester wurde nacli der 
Methode von Bouveault reduziert, und der erhaltene n-Nonadecylalkolo! 
mit Phosphortribromid in Toluol bromiert. Die im Vakuum von 1 mm Ig 
bei 160—1638° tibergegangene Fraktion wurde aus Methanol umkrystallisiert 
Farblose Blittchen vom Schmelzp. 38—39°. 

5,631 mg Subst.: 13,560 mg CO,, 5,820 mg H,0. 

C,,H,,Br (347,2) Ber. C 65,66 H 11,32 Gef. C 65,68 H 11,07. 

7. Durochydrochinon-bis-n-nonadecylather. 38,3 g fein gepu!vertes 
Durohydrochinon, 17,4 g n-Nonadecylbromid und 50 cem absoluter Alkoho! 
wurden unter Riihren und Durchleiten von Wasserstoff auf 85° erwiirnit, 
Im Verlaufe 1 Stunde wurden 50 cem normale alkoholische Kalilauge ein 
getropft; das Ganze wurde weitere 5 Stunden bei 85° geriihrt. Nach dem 


Erkalten wurde das ausgefallene Material abgesaugt, mit Alkohol ge- 


waschen, mit Wasser verriihrt, abermals abgesaugt, griindlich mit Wasse! 
gewaschen und _ getrocknet. 


Alkohol und dann noch einige Male aus Essigester umkrystallisiert. 
Kssigester scheidet sich der Bisiither in farblosen Krystallen ab, 
bei 97—98° schmelzen. Ausbeute an reinem Material 4,3 g. Zur Analyse 
wurde 2 Stunden im Vakuum von 12mm Hg bei 56° getrocknet. 


5,198, 5,778 mg Subst.: 15,660, 17,410 mg CO,, 6,060, 6,750 mg 1,”. 


C,H, 0, (698,7) Ber. C 82,44 H 12,98 
Gef. ,, 82,16, 82,18 ,, 13,05, 13,07. 


Das Rohprodukt wurde wiederholt aus vel 





1UU 


Mutt 
cehel 
wied 
Mone 
wurd 


100 1 


J.M 
Dosis 


oxyd 
cekiih 
Be " 
bel di 
(yanze 
folgen 


sAure 


Rithrey 









Zur Spezifitiit der Vitamin E-Wirkung 133 





Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
100 mg bei 4 Tieren. 


s. Durohydrochinon-mono-n-nonadecylather. Die alkoholischen 
Mutterlaugen von der Reinigung des Diiithers (vgl. Versuch 7) wurden weit- 
cehend im Vakuum eingedampft, die erhaltenen Krystallisate vereinigt und 
. —  wiederholt aus Methanol umkrystallisiert. Aus Methanol krystallisiert der 
» (| Monoither in farblosen Blittchen vom Schmelzp. 105—106°. Zur Analyse 































1 wurde die Substanz 2 Stunden im Hochvakuum bei 80° getrocknet. 
» § 6,132, 5,773 mg Subst.: 18,060, 17,010 mg CO,, 6,700, 6,345 mg H,O. 
: C,,H,,0. (432,4) Ber. C 80,48 H 12,12 


&§ Gef. ,, 80,38, 80,36 ,, 12,23, 12,30. 


e Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 2 von 4 Tieren. 


t 9. Pseudocumohydrochinon. Hergestellt nach T. H. James, 
J.M. Snell und A. Weissgerber, J. Amer. Chem. Soc. 60, 9, 2085 (1938). 


Ergebnis der biologischen Untersuchung: Wirksam in der 
Dosis 100 mg bei 2 von 4 Tieren. 


10. Pseudocumohydrochinon-monobenzoat. 125 ccm iiber Barium- 
oxyd getrocknetes Pyridin wurden ausgekocht und unter Wasserstoff ab- 
ge cekiihlt In diesem Lésungsmittel wurden unter Durchleiten von Wasserstoff 

, Trimethylhy drochinon gelést. Die auf 0° abgekiihlte Lésung wurde 
bei di eser Temperatur langsam mit 19,5 ceni Benzoylehlorid versetzt, das 
Ganze blieb tiber Nacht bei Raumtemperatur sich selbst iiberlassen. Am 
folgenden Tag wurde der Kolbeninhalt in 1500cem gekiihlte 5°/,ige Salz- 
siure eingertthrt und mit 150 cem Pyridin nachgespiilt. Nach 1stiindigem 
; Riihren wurde das ausgefallene Material abgesaugt, mit Wasser gewaschen, 
: imal mit 70 cem 5°/,iger Natronlauge und wiederum griindlich mit Wasser 

waschen und im Exsiceator getrocknet. Das Rohprodukt wurde mit dem 
chen Volumen Methanol 10 Minuten am RiickfluB gekocht, die Liésung 
filtriert und auf das halbe Volumen eingeengt. Nach dem Erkalten wurde 
is auskrystallisierte Material abgesaugt und wiederholt aus Normalbenzin 
wnkrystallisiert, wobei das Monobenzoat schlieBlich in farblosen Krystallen 

Schmelzp. 150—151° rein erhalten wurde. Die Ausbeute an reinem 
Material betrug 20g. Zur Analyse wurde 2 Stunden im Hochvakuum bei 
06” getrocknet. 


6,129 mg Subst.: 16,760 mg CO,, 3,495 mg H,0. 


— | OY 


a 


r§ iir Dibenzoat C.3H.,O4 (360,2) Ber. C 76,63 H 5,60 
) ir Monobenzoat C,,H,,O3 (256,1) ” »» 14,96 7 6,30 
Gef. ,, 74,58 » 6,38. 


trgebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
UV mg bei 1 von 5 Tieren. 
_&§ ll. Pseudocumohydrochinon-bis-s-jod-propionat. In eine Liésung 


~ 


| 7,6 ¢ Trimethylhydrochinon und 11 g §-Jod-propionylchlorid in 228 ccm 
‘itrobenzol wurden unter Uberleiten yon Stickstoff 21 g Aluminiumcehlorid 
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portionsweise eingetragen. Die Temperatur der dauernd geriihrten Mischung 
stieg dabei von 20 auf 25° Nach 4tiigiger Aufbewahrung bei Rauwn. 

temperatur wurden einige Kisstiickchen sowie 288 cem Salzsiure (D = 1.19 
zugefiigt. Das Ganze wurde 2 Stunden geriihrt und mit Ather ausgeschiittelt, 

die vereinigten Atherausziige wurden mit Wasser gewaschen. Ather und 
Nitrobenzol wurden mit Wasserdampf abgeblasen, der nichtfliichtige Ante() 

in Ather aufgenommen, die Atherlésung mit 5° iger Natronlauge und mit 
Wasser gewaschen, getrocknet, filtriert und auf ein kleines Volumen eip. 
geengt. Die ausgeschiedenen Krystalle wurden abfiltriert, mit wenig Ather 
gewaschen und aus Alkohol umkrystallisiert: farblose Nadeln vom Schmelz 
punkt 126—127°. Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12 mm I» 
bei 56° getrocknet. 

5,506 mg Subst.: 7,050 mg CO,, 1,790 mg H,O. 
C,,H,,OJ_ (518,0) Ber. C 34,75 H 3,89 Gef. C 34,92 H 3,64, 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
100 mg bei 2 Tieren. 


12. Umsetzung von Pseudocumohydrochinon mit Allylbromid. 
7,6 g Pseudocumohydrochinon, 6,05 g frisch destilliertes Allylbromid und 
50 ecm luftfreier absoluter Alkohol wurden unter Durchleiten von Stickstoti 
auf 60° erwirmt. Im Verlauf von 3 Stunden wurde eine Liésung von 2,8 ¢ 
Kaliumhydroxyd in 280 cem absoluten Alkohol eingetropft und das Ganze 
weitere 60 Stunden bei 60° geriihrt. Nach Zusatz von Wasser wurde aus- 
geiithert, die vereinigten Atherausziige mit Claisenscher Lauge und Wasser 
gewaschen. Der Riickstand der getrockneten Atherlésung wurde in 96 ccm 
eines Gemisches gleicher Volumteile von Benzin und Benzol gelist und 
durch eine in 3 Zonen von je 36g abgeteilte Siiule aus Aluminiumoxyd, 
standardisiert nach Brockmann, filtriert. Das Chromatogramm wurde 
durch Nachwaschen mit 1440 cem Benzin-—Benzolgemisch und 1440 ccm 


Benzol entwickelt. Die weitaus gré5te Substanzmenge ging in das Benzin- 


Benzolfiltrat iiber. Das Eluat aus der untersten Aluminiumoxydfraktion 
sowie der Riickstand des Benzolfiltrates waren krystallisiert. Diese Mate- 
rialien wurden vereinigt und durch Sublimation im Vakuum von 12 mi lg 
bei einer Badtemperatur von 60—80° gereinigt. Die Substanz sublimiert 
in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 83—84°; in verdiinnter wiBriger Laug' 
ist sie leicht léslich. Ausbeute nur 500 mg. 

4,290 mg Subst.: 11,770 mg CO,, 3,275 mg H,O. 


C,2H,.0. (192,1) Ber. C 74,95 H 8,40 Gef. C 74,83 H 8, 


Die Analysenwerte passen auf die Formel eines Trimethylhydrochinon- 


monoallylithers. Wir halten es fiir méglich, daB es sich um den 2,3,6-Ih 
methyl-1,4-hydrochinon-1-monoallyliither, das Isomere des von Berge 


Mitarbeitern (J. chem. Soc. London 1938, 1381) dargestellten Athers, handelt. 


13. pg inant see aga mono-n-octylather. 7,6 g Trimet) 


hydrochinon, 12,3 g n-Octyljodid und 50 ccm absoluter Alkohol wurd 


unter Riihren in einer Wasserstoffatmosphiire auf 80° erwirmt. Im Verlaut' 

1 Stunde wurden 50 ccm normale alkoholische Kalilauge zugegeben; © 
sehlieBend wurde noch 1 Stunde bei 80° und 8 Stunden bei 85° geriihrt. 
Das in iiblicher Weise von Ausgangsmaterial befreite Reaktionsprodu*’ 
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wurde einer fraktionierten Destillation im Vakuum unterworfen, wobei 
9 Fraktionen erhalten wurden. 



































> fy Fraktion 1: 2,0g Siedep.,.,,,, 60—67° 
t Fraktion 2: 5,0g  Siedep., ; .,,, 180—185° 
i § Fraktion 3: 3,1g  Siedep., ; ,,,,, 220—222° 


Fraktion 2 wurde durch Krystallisation aus Methanol von der Haupt- 
menge des Bis-n-octylithers befreit, der Mutterlaugenriickstand wurde 
mittels Aluminiumoxyd chromatographisch aufgeteilt. Die krystallisierten 
mittleren Fraktionen enthielten den Mono-n-octylither, der aus Methanol 
1 farblosen Nadeln vom Schmelzp. 72—73° krystallisierte. Zur Analyse 
urde 2 Stunden im Hochvakuum bei 56° getrocknet. 

5,729 mg Subst.: 16,160 mg CO,, 5,450 mg H,O. 

C,-H,,0, (264,2) Ber. C 17,21 H 10,68 Gef. C 76,93 10.64. 

| 14. Pseudocumohydrochinon - 3 - methyl - 5- (1’,1’,3’ - trimethyl - 2’- 
‘ § cyclohexyl)-pentyl-l-monoather. 6,8 g Trimethylhydrochinon und 13 g 

Methy1-5-(1’, 1, 3’-trimethyl-2’-cyclohexyl)-pentyl-1-bromid (vgl. Versuch 5) 
wurden in 50 cem absolutem Alkohol mittels alkoholischer Kalilauge (45 ecm) 
bei 85° umgesetzt. Das wie iiblich aufgearbeitete Reaktionsprodukt wurde 
im Vakuum fraktioniert. Die unter einem Druck von 0,8 mm Hg bei 200° 
iibergehende Fraktion, ein farbloses Ol, wurde in benzolischer Lésung mit 
Cyansiiuredampf behandelt. Das Allophanat des Monoiithers wurde mehr- 
fach aus verdiinntem Methanol umgelést, das reine Produkt schmolz bei 
128°. Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12 mm Hg bei 80° 
getrocknet. 

5,770 mg Subst.: 14,770 mg CO,, 4,870 mg H,0O. 

HON, (446,4) Ber. C 69,90 H 9,49 Gef. C 69,81 H 9,45. 

Der Monoiither selbst wurde durch Verseifung des Allophanats mit 
ethylalkoholischer Kalilauge als blaBgelbes O] erhalten. 

15. 1,2,4-Trimethyl-5-aceto-3,6-dioxybenzol. Die Darstellung der 
Verbindung ist in der Arbeit ,,Notiz zur Synthese von Chromonen“ yon 
. vy. Werder und F. Jung, Ber. chem. Ges. 71, Dezemberheft 1938 (im 
Druck), beschrieben. 

Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
0 mg bei 4 Tieren. 

16. 1,2,4-Trimethyl-5-athyl-3,6-dioxybenzol. Zur Darstellung vel. 


Arbeit von F. v. Werder und F. Jung, a. a. O. 


17 
aa 
i 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
SU mg bei 3 Tieren. 

17. 1,4-Naphthochinon. Hergestellt nach O. Miller, Ber. chem. Ges. 
1%, 355 Ref. (1884). 

Ergebnis der biologischen Priifung: Das Priaparat war bei 
Verabreichung von 100 und 50 mg noch derart giftig fiir Ratten, 
dai die Priifung auf Vitamin E-Wirksamkeit in den genannten 
Hosen nicht durchfihrbar war. 
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18. 2,3-Dimethyl-naphthochinon-1,4. Dargestellt nach 0. Krulyey. 
Ber. chem. Ges. 62, 3046 (1929). 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
100 mg bei 3 Tieren. 


19. Chroman. Zur Darstellung vgl. R. E. Rindfusz, J. Amer. Chey, 
Soe. 41, 668 (1919). 

Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 2 Tieren. Die Priifung wird fortgesetzt. 


20. Cumaran. Hergestellt nach R. E. Rindfusz, J. Amer. Chem. Sov, 
41, 669 (1919). 

Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dos: 
100 mg bei 2 Tieren. 


21. 2,5,7,8-Tetramethyl-chromon. 15¢ 1,2,4-Trimethyl-6-oxybenzo! 
und 10g frisch destillierter Acetessigester wurden unter Kiihlen mit 10 ¢ 
Phosphorpentoxyd versetzt. Nach kurzem Stehen bei Raumtemperatur wurde 
das Gemisch unter Riithren allmihlich auf 130° erhitzt und 2—8 Stunden 
bei dieser Temperatur gehalten. Nach dem Erkalten wurde mit Wasser 
versetzt, mit verdiinnter Kalilauge neutralisiert und ausgeithert. Die vei 
einigten Atherlésungen wurden zur Entfernung von Ausgangsmaterial mit 
5°/,iger Kalilauge ausgeschiittelt, mit Wasser gewaschen, getrocknet und 
eingedampft. Der krystallisierte Riickstand wurde mehrfach aus Ather und 
Petrolither umgelést. Farblose Krystalle vom Schmelzp. 116° Ausbeute 3 ¢. 


5,822 mg Subst.: 16,510 mg CO,, 3,700 mg H,0. 
C,3H,,0, (202,1) Ber. C 77,19 H6,98 Gef. C 77,84 H 7,1! 


22. 2-Styryl-5,7,8-trimethyl-chromon. 1 ¢g 2,5,7,8-Tetrametl 
chromon wurden mit 0,2 g Atznatron in 10 cem absolutem Alkohol ¢g 
und unter Kiihlung mit 0,6 g Benzaldehyd versetzt. Nach 2 tigigem Stele: 
war das Ganze zu einer krystallinen Masse erstarrt, die abgesaugt und 
Alkohol umkrystallisiert wurde. Farblose Blittchen vom Schmelzp. 152 


6,409 mg Subst.: 19,450 mg CO,, 3,720 mg H,0. 
C,oH,,0, (290,1) Ber. C 82,72 H6,25 Gef. C 82,77 H 6, 
23. 2,5,7,8-Tetramethyl-chroman. 3,8 g 2,5,7,8-Tetramethy! 
chromon wurden in 96°, iger Essigsiiure bei Gegenwart von 2¢ Platin- 
mohr mit Wasserstoff geschiittelt. Nach Aufnahme von 3 Molekiilen 
Wasserstoff wurde die Lésung vom Katalysator abfiltriert. Das Hydrierungs 
produkt wurde durch Zugabe von viel Wasser ausgefillt, abgesaugt w 
mehrfach aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 48°. 
5,356 mg Subst.: 16,070 mg CO,, 4,700 mg H,O. 
C,,H,,O (190,1) Ber. C 82,04 H9,54 Gef. C 81,83 H 9,82 
Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dos): 
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24. 2,5,7,8-Tetramethyl-6-acetoxy-chromon. Die Darstellung dieser 
Verbindung ist in der Arbeit von F.v. Werder und F. Jung, a. a. O. 
hbeschrieben. 

Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
50 mg bei 1 von 3 Tieren. 





25. 2,5,7,8-Tetramethyl-6-oxy-chroman. 2,8 ¢ 2,5,7,8-Tetramethyl- 
-oxy-chroman (vgl. die Arbeit von F.v. Werder und F. Jung, a. a. O.) 
wurden in 200 cem 96°/, iger Essigsiure in Gegenwart von 2 g Platinmohr 
bei Raumtemperatur mit Wasserstoff geschiittelt. Nach Aufnahme von 
3 Molekiilen Wasserstoff kam die Hydrierung zum Stillstand. Die yom 
Katalysator abfiltrierte Lésung wurde mit reichlich Wasser gefiillt, das 
Hydrierungsprodukt abgesaugt und aus verdiinntem Methanol umkrystalli- 
siert. Sehmelzp. 145°. Ausbeute nahezu quantitativ. 


5,246 mg Subst.: 14,535 mg CO,, 4,105 mg H,0. 
C,,H,,0, (206,1) Ber. C 75,68 H880 Gef. C 75,57 H 8,76. 


Absorptionsspektrum: 


Maximum bei 2 = 289 mu E! /o = 188 
‘ lem 


e . . ~~» . 0/ ~ 
Minimum bei 4 = 257 mu E} op, = 15 


Krgebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
30 mg bei 4 Tieren; unwirksam in der Dosis 100 mg bei 3 Tieren. 

ro) ? oO 
Vergleiche hierzu die Resultate von Evans und Mitarbeitern”®), 

Karrer und Mitarbeiter haben das gleiche Chroman auf anderem 
Wege dargestellt [Helv. chim. Acta 21, 946 (1938)). 

26. 2,4,6,7-Tetramethyl-5-oxy-cumaron. Dargestellt nach 
L. J. Smith und Mac Mullen, J. Amer. Chem. Soe. 58, 630 (1936). 

Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
mg bei 4 Tieren. Vergleiche hierzu die Ergebnisse Evans 
und Muitarbeitern °), 

Das in iiblicher Weise hergestellte Allophanat wurde durch Um- 
‘rystallisieren aus Essigester gereinigt. Farblose Nadeln vom Schmelz- 
punkt 230° unter Zers. Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 
2mm Hg bei 80° getrocknet. 

5,290, 5,525 mg Subst.: 11,770, 12,290 mg CO,, 2,870, 2,900 mg H,0. 

Ber. C 60,84 H5,84 Gef. C 60,68, 60,67 H 6,07, 5,87. 

27. 2,4,6,7-Tetramethyl-5-oxy-cumaran. Diese Verbindung ist 
qd Kondensation von Trimethylhydrochinon und Allylbromid [vgl. 
Aarrer und Mitarbeiter, Hely. chim. Acta 21, 825 (1938); Bergel und 
Mitarbeiter, Nature 141, 8571, 646 (1988); J. chem. Soc. Lond. 1938, 1381; 
‘mith und Mitarbeiter, Science 88, 2271, 37—88 (1938)], ferner durch 
Behandlung von Trimethyl-allyl-hydrochinon mit sauren Katalysatoren 
bergel und Mitarbeiter, J. chem. Soc. Lond. 1938, 1381) und schlieBlich 
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durch Reduktion des 2,4,6,7-Tetramethyl-5-oxycumarons (Smith und jt. 
arbeiter, Science 88, 2271, 37—38 (1938)] hergestellt worden. Wir hatte und 
uns vor dem Erscheinen der genannten Arbeiten der letzten Methode bedient. 
1,9 g 2,4,6,7-Tetramethyl-5-oxy-cumaron wurden in 80 eem Alkoho| 
in Gegenwart von 3g 10°/,iger Palladiumkohle bei Raumtemperatur yj; 
Wasserstoff geschiittelt. Nach Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff kam die 
Hydrierung zum Stillstand. Die vom Katalysator abfiltrierte Lésung wi 
im Vakuum zur Trockne verdampft, der Riickstand aus Petrolither 
krystallisiert. Farblose Krystalle vom Schmelzp. 134°. 
5,690 mg Subst.: 15,580 mg CO,, 4,300 mg H,0. 
C,.H,,0, (192,1) Ber. C 74,95 H 8,39 Gef. C 74,68 H 8,46. 
Absorptionsspektrum: 
Maximum bei 4 = 296 mu E} fo = 245 
Minimum bei / = 260 mu Ete = 24 fr 0.) 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der [osis 


30 mg bei 4 Tieren. Unwirksam in der Dosis 100 mg bei 2 Tieren, = 
Vergleiche hierzu die Ergebnisse von Evans und Karrer. ; 27 
— 3. H 
Das durch Einwirkung von Cyansiiuredampf auf das in Benzol ¢ 1 KE 
Cumaran bereitete Allophanat hatte nach mehrfachem Umkryst: isieres 7 , 
aus Ather-Petroliither den Zersetzungsp. 230°. I 
6,381 mg Subst.: 14,100 mg CO,, 3,775 mg H,0O. 31 
C,,H,,0,N, (278,2) Ber. C 60,40 H 6,52 Gef. C 60,26 H 6,62. S: 
28. 6-Desoxy-d,l-«-tokopherol. 7 ¢g 1,2,4-Trimethyl-6-oxy-be oy 

50 ecm Normalbenzin, 5 g frisch geschmolzenes Chlorzink und 23,4 g 
Phytylbromid wurden unter dauerndem Riihren und Durchleiten von Wasser » 


stott erwiirmt. Bei 38° Badtemperatur begann die Bromwasserstoftentw ic) . 
lung. Im Verlauf von weiteren 2 Stunden wurde die Temperatur aut ; 
gesteigert und 1'/, Stunden auf dieser Héhe gehalten. Nach dem Abkiihier 
wurden 300 cem Wasser und 150 cem Normalbenzin zugesetzt und 


unléslichen sehwarzen Oles wurde verworfen. Die Benzinlésung w 
mit Ather verdiinnt, mit Wasser, mit Claisen-Lauge und wieder mit 
Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riick- §& Ten 
stand (25,6 g) wurde in Normalbenzin gelést und chromatographisch aut na 
geteilt. 80°/, des eingesetzten Materials wurde yon Aluminiumoxy d, standardi 
siert nach Brockmann, nicht adsorbiert. Diese Fraktion wurde im Vakuw 
von 0,1 mm Hg fraktioniert destilliert, der griBte Teil des Materials lie) 
sich nicht iibertreiben. Nach 2maliger Destillation wurde eine Fraktio! 
vom Siedep. 180—182° als farbloses Ol erhalten. 


6,206, 6,082 mg Subst.: 19,030, 18,760 mg CO,, 6,905, 6,580 mg 11,0. pe 
C,H. (414,4) Ber. C 83,98 H 12,16 schle 


Gef. ,, 83,63, 84,12 » 12,45, 12,11. 


} 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Doss 
100 mg bei 5 Tieren. 
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29. d,l-«-Tokopherol. Hergestellt nach Karrer, Fritsche, Ringier 
und Salomon, Helvet. chim. Acta 21, 520—524 (1938). 


Absorptionsspektrum: 


. * a \ ‘ 6 > 
Maximum bei 4 = 290 mu Ej fe = 69 


Aes P —"" 11%, __ 
Minimum bei 4 = 258 mu E, /° = 10 
Ergebnis der biologischen Priifung: 


Unwirksam in der Dosis 1 mg bei 4 Tieren. 
Unwirksam in der Dosis 2 mg bei 5 Tieren. 
Wirksam in der Dosis 3 mg bei 22 von 28 Tieren. 
Wirksam in der Dosis 17,5 mg bei 3 Tieren. 
Wirksam in der Dosis 15 mg bei Tieren. 


Vel. hierzu P. Karrer und V. Demole’) sowie H. M. Evans, G. A. und 
0. H. Emerson ®). 
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Anmerkung bei der Korrektur am 16. 12. 38 


ln ciner wihrend der Drucklegung dieser Arbeit erschienenen Ver- 
lentlichung .(Helvet. chim. Acta 21, 1622—24) teilen P. Karrer und 
\. Jensen mit, daB das 2,5,7,8-Tetramethyl-2-(4’,8’-dimethyl-nony])- 
xy-chroman in der Dosis 20 mg keine Vitamin E-Wirksamkeit aufweist. 
inzwischen konnten wir eine weitere biologische Priifung abschlieBen: 
“ine 5°,ige élige Lésung von «-Tokopherylchinon, fiir deren Uberlassung 
Wir Herrn Dr. W. John, Géttingen, zu grobem Dank verpflichtet sind, war 
u den Einzeldosen 0,1 eem = 5 mg bei 4 von 4 Tieren und 0,4 ccm = 20 mg 
(5 von 5 Tieren unwirksam. Beide Befunde sind mit unserer arbeits- 
hypothetisechen Annahme iiber den Bau Vitamin E-wirksamer Molekiile 
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llecht yereinbar. 
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Uber Vorkommen und Menge von Cholin 
und von cholinhaltigen Lipoiden in der Galle 


Von 


Martin Worm 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Greifswald) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Dezember 1938) 


3 


Uber das Vorkommen von freiem Cholin in der Galle sind in 
der alteren Literatur keine Angaben gemacht. Zwar hat Strecker’ 
Cholin in der Rindergalle entdeckt und es in gréBeren Menger 
daraus dargestellt, er vermutet aber, da8 es durch Hydrolyse aus 
Lecithin entstanden ist. In letzter Zeit hat Miiller?) aus Menschen- 
galle groBe Mengen von Cholin abgetrennt. 

Die pharmakologische Untersuchung ergibt kein klares [ili 
Terakado*) fand allerdings, daB Galle beim Kaninchen Sci 
rektaler, peroraler und intravenéser Verabreichung die Peristaltik 
anregt und nahm an, daB an wirksamer Substanz auBer Chola 
und Cholesterin vor allem Cholin in Frage komme. Bei 
reichen anderen Untersuchungen‘) wurde aber iibereinstimmend 
festgestellt, daB am isolierten Diinndarm die Peristaltik 
Galle nicht beschleunigt, oft sogar gehemmt wird. 

Mit der Méglichkeit, daB Cholin in bisher unbekannter Form. 
vielleicht in leicht spaltbarer Vorstufe in der Galle vorkomnit. 
die mdglicherweise. bei der Peristaltik und Resorption von Je- 
deutung sein kénnte, mute gerechnet werden und bei der Au 
arbeitung darauf Riicksicht genommen werden. (Vor allem wurc 
an etwa vorkommende Cholinphosphorsiiure gedacht.) 

Zur Abtrennung und zum Nachweis kleiner Mengen 
freiem Cholin in der Galle wurde ein Verfahren ausgearbecite' 
und in Zusatzversuchen gepriift, bei dem nach Siattigung 
Zinksulfat bzw. Aluminiumsulfat aus dem Filtrat der ausgesalzeuen 
Fallung Cholin als Reineckat isoliert wurde. Diese Filtrate ware! 
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stets fast frei von Gallensiiuren. Nach der Stickstoffbestimmung 
enthielten sie neben Cholin andere stickstoffhaltige Suhstanzen, 
was nach den Angaben der Literatur iiber den Harnstofigehalt®) 
md iiber das Vorkommen von Aminosiiuren?) zu erwarten war. 
in Lipoiden oder in anderer Form gebundenes Cholin konnte 

diesen Filtraten nur gelegentlich in verschwindend kleinen 
Mengen nachgewiesen werden. (Bestimmung des Cholingehaltes 
in diesen Filtraten vor und nach Siurehydrolyse.) 

Die Menge des freien Cholins war bei frischer Blasengalle in 
diesen Filtraten auBerordentlich gering: Sie entsprach bei Menschen- 
calle etwa 20 mg, bei Schweinegalle 0,6—10 mg, bei Rinder- 
calle 0.4—6 mg in 100 ccm der verwendeten Galle (vgl. Tab. I). 
Dabei ist zu beriicksichtigen, daB auch die spiitestens 2 Stunden 

dem Schlachten verarbeitete Schweinegalle méglicherweise 
sclion etwas zersetzt war, und daB jedenfalls die Menschengalle 
Sektionsgalle) nicht ganz frisch war. Hier mu mit postmortaler 
Cholinabspaltung gerechnet werden. Die von anderer Seite ge- 
fundenen groBen Mengen von freiem Cholin miissen jedenfalls 
erst nachtriglich aus héher molekularen Verbindungen gebildet 
worden sein, bei denen entsprechend den Vorstellungen von 
Drechsel?) und Hammarsten’)vor allem an Phosphatide gedacht 
werden muB, 

Die verwendeten Schweine- und Rinderblasengallen wurden 
\om Schlachthof bezogen und so rasch wie miglich — spitestens 
2 Stunden nach dem Schlachten — aufgearbeitet. Die Menschen- 
calle stammte von Sektionen des pathologisch-anatomischen Insti- 
tutes, die frithestens 24 Stunden nach dem T'ode stattfanden; sie 
wurde ebenfalls sofort verarbeitet. Bei den Versuchen mit Rinder- 
valle wurden 250—1000 ccm, bei denen mit Menschengalle 60 bis 
130 com, bei denen mit Schweinegalle 125—1000 ccm Blasen- 
valle mit Aluminiumsulfat — bei der Schweinegalle mit Zink- 
sulfat — gesittigt. Das Filtrat der erhaltenen Fiillung, die den 
Hauptteil der Gallensiituren und der Phosphatide, sowie die Kiweib- 
krper enthielt, wurde mit Baryt vom Fiillungsmittel und mit 
Schwefelsiure vom BariumiiberschuB befreit, bei neutraler bis 
ganz schwach saurer Reaktion im Vakuum eingeengt und aut 
2) oder 50 cem genau aufgefiillt. Die erhaltenen Lisungen gaben 
ie Pettenkofersche Reaktion und die Vanillinprobe®) nur sehr 
schwach, gelegentlich waren beide praktisch negativ. In aliquoten 
Teilen wurden Stickstoffbestimmungen (Mikrokjeldahl) ausgefiihrt. 
Die Hauptmenge wurde mit stets frisch bereiteter kalt gesittigter 
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Tabelle IV 

Nicht hydrolysiert] | Gesamthydrolyse 

Cholin- : Cholin- + 

cem Galle reineckat| Colin | reineckat | Cholin 

mg in | .™g in sia te mg in 

ik eons 100 ccm 100 cem 100 cem 
1 500 Rindergalle 1,15 0,33 152,06 43,60 
2 | 1000 1,68 0,49 156,05 44.74 
3 500 Schweinegalle 6,52 1,87 192,27 55,11 
4 70 Menschengalle 527,00 151,10 
5 65 585,80 168,00 
6 | 1000 a vel. Tab. I 849,00 | 243,40 
7 | 4000 ss 756,00 | 216,80 





Nr. 1—5 2 Stunden mit 2n-H,SO, am Riickflu8kiihler gekocht. 
Nr. 6 und 7 mit Schwefelsiiure kongosauer 4 Monate bei Zimmertemperatur. 


Die in der 2. Spalte angefiihrten Mengen Galle geben an, wieviel 
Kubikzentimeter der gleichen gesammelten Blasengalle jeweils sowohl zur 
Bestimmung des freien Cholins wie zur Bestimmung nach der Gesamt- 
hydrolyse verwendet wurden. 

In 3 Versuchen wurde das aus frischer, hydrolysierter 
Menschen-, Rinder- und Schweinegalle erhaltene Reineckat mit 
Silbersulfat zersetzt®) und das Cholin in méglichst konzentrierter 
salzsaurer Lésung ins Chloraurat verwandelt, dieses getrocknet 
und gewogen und nach 1 maligem Umkrystallisieren analysiert. 
73—82°/, des aus der Reineckatmenge berechneten Cholins 
wurden als analysenreines Chloraurat erhalten. Das entspricht 
der Ausbeute, die man mit reinem Cholinreineckat erhilt. Die 
Reineckatfallung diirfte danach ausschlieBlich die Cholinverbindung 
enthalten haben (vgl. Tab. V). 























Tabelle V 
: Erhaltene Goldwert 
Menge des Menge Ausbeute (ber. 44,50°),) 
Cholinreineckats Cholinchloraurat in °/, in °/, 
8,0 g (Menschengalle) 2,31 g 73,41 44,71 
961,35 mg (Schweinegalle) 818,5 mg 81,17 44,50 
624,0 mg (Rindergalle) 541,0 mg 82,66 44,48 


In der frischen Galle sind also recht groBe Mengen von 
héher molekularen Verbindungen vorhanden, aus denen Cholin 
abgespalten wird, und die am reichlichsten in der Menschengalle, 
am wenigsten reichlich in der Rindergalle enthalten sind. Sie 
werden beim Aussalzen nach dem oben beschriebenen Verfahren 
so gut wie vollstandig mit gefiallt. 
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IIT. 

In 8 Versuchen mit Rinder- und Schweinegalle wurde unter- 
nommen, die cholinhaltigen Verbindungen anzureichern. Dabei 
wurde im wesentlichen das Fraktionierungsverfahren mit Alkohol 
und Ather verwendet, das im Kleinen zur Abtrennung der Phos- 
phatide bei der Analyse von Galle ausgearbeitet worden ist?%), 
In den alkohol-&therléslichen Fraktionen wird dabei nach Ver- 
aschung der Phosphorgehalt bestimmt, aus dem die ,,Lecithin“- 
Werte der neueren Literatur errechnet worden sind. Bei der 
Schweinegalle zeigte sich, daB die Cholin-haltigen Verbindungen 
tatsichlich in der Hauptmenge in die Fraktion der in Alkohol 
leicht léslichen, durch Ather aus der alkoholischen Liésung nicht 
fillbaren Gallenbestandteile gehen. Bei der Rindergalle gelang 
die Anreicherung weniger gut. 

Es wurden 2—4 Liter Blasengalle frisch mit der 4—5fachen 
Menge absoluten Alkohols versetzt. Nach etwa 8 Tagen wurde 
die entstandene Fallung durch Faltenfilter filtriert und das Filtrat 
im Vakuum zum Sirup eingeengt. Der Riickstand wurde mehr- 
mals mit heiBem absoluten Alkohol aufgenommen und vom Un- 
léslichen filtriert. Die alkoholunléslichen Fraktionen waren fast 
rein anorganisch. Der alkohollésliche Teil wurde in etwa 250 ccm 
reinem absoluten Alkohol mit der 8fachen Menge wasserfreien 
Athers gefallt: dicke griinlichgelbe Ausflockung, die rasch durch 
Faltenfilter abfiltriert wird. Das Filtrat hiervon wird zuniichst 
im Vakuum, zuletzt im Exsiccator tiber Calciumchlorid eingeengt. 
Ks erstarrt schlieBlich zu einer braungelben Paste. 

Die mit Ather erhaltene Fallung gab eine stark positive 
Pettenkofersche Reaktion, war in Lipoidlésungsmitteln nur 
sehr wenig léslich, gab aber nach Veraschung mit Sodasalpeter 
noch eine deutliche Fallung von Phosphorammoniummolybdat. 
Deshalb wurde in einem Fall diese Fraktion noch einmal in 
absolutem Alkohol gelést, eingeengt und mit Ather ausgefiallt. 
Es wurde so als Filtrat eine zweite in Alkohol und Ather lds- 
liche ,,Phosphatid“-Fraktion erhalten. 

Diese ,,Phosphatid“-Fraktionen waren in allen Fettlésungs- 
mitteln leicht léslich. Die Salkowskische Reaktion war negativ, 
die nach Pettenkofer positiv, die nach Liebermann-Burch- 
hard ergab eine tiefrote Farbung. Dabei ist zu beriicksichtigen, 
da8 die beiden letzten Farbreaktionen auch mit reinstem kinuf- 
lichen Lecithin auftreten!), Die Orcinprobe sowie die Reaktion 
nach Molisch waren negativ. Bei Priifung mit alkoholischer 
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Cadmiumchloridlésung sowie mit Aceton wurden in einer Fraktion 
Fallungen erhalten, 

Die Fraktionen wurden gleichmabig bei Zimmertemperatur 
im Hochvakuum iiber P,O, getrocknet, und es wurde ihr Phos. 
phorgehalt (Pregl-Lieb), der Stickstoffgehalt (Mikrokjeldahl) 
sowie — nach Saurehydrolyse — der Cholingehalt bestimmt. Zur 
Cholinbestimmung wurden genau gewogene Mengen der Substanz 
in Eisessig gelést, mit 2n-Schwefelsiure 8 Stunden am Riickfiub- 
kiihler gekocht, die ausgefallenen Fettsiuren abgesaugt und ge- 
waschen. Nach Entfernung der Schwefelsiure wurde die hydroly- 
sierte Fliissigkeit im Vakuum eingeengt, mit Ammoniak schwach 
alkalisiert und mit Ammoniumreineckatlisung ausgefallt. Die Er- 
gebnisse sind in Tab. VI zusammengestellt. 














Tabelle VI 
Phosphatidfraktion : Gesamt | Cholin | Cholin ; | , 
aus P in “lo N in i, in 9, N in o, P : Cholin 
Schweinegalle 2,02 1,60 
Fraktion I 1,60 8,00 0,92 0,99: 1 
2,08 1,56 
Schweinegalle 1,63 2,35 
Fraktion IT 2,38 6,43 0,74 0,99: 1 
1,62 2,35 
Rindergalle 0,60 1,69 
Fraktion 1 0,58 1,78 2,60 0,80 0,91 :1 

















In zwei Versuchen wurden auBerdem gréBere Mengen ,,Phos- 
phatid“-Fraktionen aus Schweinegalle (jeweils aus etwa 2000 ccm) 
mit Schwefelsiure 10 Stunden hydrolysiert, nach Entfernung der 
Fettsiuren und der Schwefelsiure salzsauer eingeengt und der 
stark salzsaure Sirup nach Thierfelder-Schultze!%) auf Colamin 
untersucht. In beiden Fallen konnte kein Colamin nachgewiesen 
werden. (In einem Versuch wurden bei Aufnahme der salzsauren 
Lésung in Alkohol kleine Mengen von Glykokoll-Chlorhydrat er- 
halten.) 

Erwahnt sei, daB es bei Versuchen, in denen Galle mit Sand 
verrieben und getrocknet im Soxhlet-Apparat mit verschiedenen 
Fettlésungsmitteln extrahiert wurde, nie gelang, nennenswerte 
Mengen von Phosphatid abzutrennen. Schon Hammarsten [vgl.’)] 
gibt an, daB Lecithine mit Gallensiuren Verbindungen bilden, 
die in diesen Lésungsmitteln unléslich sind. 
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Die in Tab. VI zusammengestellten Analysen zeigen, daf 
auBer Cholin andere stickstoffhaltige Verbindungen in den ,,Phos- 
phatid“-Fraktionen vorhanden waren. Das war zu erwarten, da 
es nicht méglich ist, bei dieser Aufarbeitung Gallensiuren voll- 
kommen abzutrennen. Dementsprechend fanden sich ja auch nach 
der Hydrolyse gelegentlich kleine Mengen von Glykokoll. Der 
Phosphorgehalt war bei dem Praparat aus Schweinegalle fast 
ebenso hoch wie der des reinsten kauflichen Lecithins (2,66°/, P). 
Das Verhaltnis von Phosphor zu Cholin war in allen Fallen nahezu 
1:1. Cephaline kénnen also, wie sich auch aus der negativen 
Untersuchung auf Colamin ergibt, nicht in nennenswerten Mengen 
vorhanden sein. An Phosphatiden kénnen die Fraktionen im 
wesentlichen nur Lecithin oder Sphingomyelin enthalten haben. 
Dieser Befund dbhnelt dem von Strack?*) bei der Untersuchung 
von Leber und Placenta. Strack ist der Meinung, daB es sich 
dort bei den cholinhaltigen Stoffen wahrscheinlich um Sphingo- 
myeline handelt (Liéslichkeit in Wasser!). Die Léslichkeitsverhilt- 
nisse fiir die verschiedenen Phosphatide in der Galle in Gegen- 
wart von Cholaten usw. lassen sich schwer beurteilen. 

Ks scheint jedenfalls berechtigt zu sein, die Phosphor- 
bestimmung als MaB fiir den Phosphatidgehalt in diesen Frak- 
tionen zu beniitzen. Die technisch umstandlichere Cholinbestimmung 
wiirde die gleichen Ergebnisse bringen. Sicher erfaBt man dabei aber 
nicht die Gesamt-Phosphatide der Galle, von denen ein Teil, wie er- 
wihnt, in den in Alkohol und Ather unléslichen Fallungen zuriick- 
bleibt. Wie groB dieser Fehler ist, laBt sich vorlaufig nicht sicher 
sagen: die in den Alkohol—Ather-léslichen ,,Phosphatid“-Fraktionen 
gefundenen Phosphor- bzw. Cholinmengen wiirden bei Umrechnung 
auf 100 com der jeweils verwendeten Galle fir Schweinegalle 
etwa 0,3 g, fir Rindergalle etwa 0,08 g Distearyllecithin ent- 
sprechen, wahrend die nach Hydrolyse der Gesamtgalle erhaltenen 
Cholinmengen bei der Schweinegalle etwa 0,36 g, bei der Rinder- 
galle aber etwa 0,20 g (!) Distearyllecithin entsprechen wiirden 
(vgl. Tab. IV). Diese letzten Werte kommen etwa denen gleich, die 
Hammarsten in alteren Arbeiten [vgl. *)] auf Grund des Phos- 
phorgehaltes der gesamten in Alkohol léslichen Gallenbestandteile 
errechnet, wahrend bei den spiter mitgeteilten sehr viel niedrigeren 
Werten !#15:16) mit den eben erwaihnten, unter Umstinden erheb- 
lichen Verlusten bei der Fraktionierung mit Alkohol und Ather zu 
rechnen ist. Der Phosphatidgehalt der Galle dirfte also wesentlich 
héher sein, als nach den neueren Analysen angenommen wurde. 
10* 
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Wie die Unterschiede im Gesamtgehalt an Phosphatid zwischen 
Menschen-, Rinder- und Schweinegalle zu erkliren sind — schon 
Hammarsten dachte an einen Zusammenhang mit der verschie. 
denen Ernahrungsweise — und welche Funktionen diese Substanzen 
haben, ist vorliufig ungeklart. 


Zusammenfassung 


Ein Verfahren zur Abtrennung von freiem Cholin aus Galle 
wird angegeben. 

Frische Galle von Mensch, Rind und Schwein enthalt freies 
Cholin nur in sehr kleiner Menge. 

Beim Stehen von Galle unter Toluol und mit Chloroform 
bei 37° und nach Saurehydrolyse werden erhebliche Mengen von 
Cholin aus héher molekularen Verbindungen abgespalten. 

Bei diesen scheint es sich ausschlieBlich um Phosphatide 
— Lecithine oder Sphingomyeline (Cholin und Phosphor im Ver- 
haltnis 1:1) — zu handeln. 

Auf Fehlerquellen bei der Phosphatid-(,,Lecithin“)-Bestimmung 


in Galle wird hingewiesen. 


Zur Durchfiihrung der Arbeit standen Mittel der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft zur Verfiigung. 
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Isolierung von Spermin als Flavianat 
Von 


Heinrich Fuchs 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1938) 





Zur Isolierung von Spermin aus Organen eignet sich das 
bisher noch nicht beschriebene Spermin-di-Flavianat wegen seiner 
groBen Schwerléslichkeit in Wasser (0,003 g in 100 ccm Wasser 
bei 22,5 °). 

Versetzt man die Lésung eines Sperminsalzes mit Flavian- 
siure im UberschuB, so erhilt man einen hellgelben Niederschlag, 
der nach dem Absaugen eine zusammenhaftende Masse darstellt 
und nicht ohne Verinderung aus Wasser umkrystallisiert werden 
kann. Es handelt sich um Spermin-tetra-Flavianat: 


5,860 mg Subst.: 0,613 com N, (21°, 747 mm). 
C,oHagN 4+ (C,,>HgN,SO,), Ber. N 11,52 Gef. N 11,93. 


Beim Aufnehmen dieses Niederschlages in Wasser gelingt 
es nur bei Zugabe von sehr viel Wasser durch Kochen villige 
Lésung zu erreichen. Dabei hat sich die Hialfte der Flavian- 
siure abgespalten und nach dem Abkiihlen und laingerem Stehen 
in der Kilte ist ein feinkérniger, rotgelber Niederschlag ent- 
standen, auf dessen Umkrystallisation wegen der oben angegebenen 
Schwerldslichkeit verzichtet werden mu. Er erweist sich bereits 
als reines Spermin-di-F lavianat. 

4,887 mg Subst.: 7,805 mg CO,, 2,050 mg H,O. — 5,540 mg Subst.: 
0,645 com N, (21°, 746 mm). 

CioHagN,-(CipH,N,SO,), Ber. C 43,35 H4,61 N 13,50 
Gef. ,, 48,56 » 4 5g Te. 

Die Substanz verkohlt etwa zwischen 290 und 300°. 

Bei Isolierung von Spermin aus Organextrakten gelingt es 
nicht immer, dieses Flavianat sofort vdllig analysenrein zu er- 
halten, doch kommt man nach Zersetzung desselben und Fallung 
mit Pikrinsfure ohne weiteres zu einem reinen Praparat von 
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Spermin-tetra-Pikrat. So gelang es, aus der vereinigten Histidin. 
und Arginin-Fraktion des Extraktes von 54kg ganz frischer 
Rinderleber (Tanninreinigung und P-W-S-Fallung) 1,8 g eines 
schwer léslichen, rotgelben Flavianats zu bekommen. Dasselbe 
wurde in wiBriger Aufschwemmung mit Barytwasser verrieben, 
worauf ich in bekannter Weise eine Lésung der freien Base her. 
stellte. Nachdem bis zur kongosauren Reaktion Pikrinsiurelisung 
zugegeben war, blieben 1,6 g eines Pikrates, das nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren sich bei 244° zersetzte. Bei Mischung mit 
reinem Sperminpikrat anderer Herkunft vom Zersetzungsp. 243° 
fand ich eine Zersetzung bei 242°. 

5,066 mg Subst.: 6,870 mg CO,, 1,610 mg H,O. — 5,780, 5,950 mg 
Subst.: 1,019 (21°, 746 mm), 1,058 (21°, 744,5 mm) cem N,. 





C,oHsN,*(C,H,0;N,), Ber. © 36,49 H848 N 20,05 F 
Gef. ,, 36,98  ,, 8,56 ,, 20,09, 20,22. " 
Sowohl die aus diesem Pikrat dargestellte freie Base wie he 
ein reines Sperminpraparat anderer Herkunft gab beim Kochen hi 
mit Kupfercarbonat eine schéne, tieflila Farbung, doch gelang es di 
nicht, zu einer krystallinischen Verbindung zu kommen. Es m 
handelt sich vermutlich um eine Komplexverbindung &hnlich der gt 
des Kupferoxydammoniaks. 
Dies kann zur Unterscheidung des Spermins gegeniiber anderen c 
Basen, wie z. B. Spermidin und Putrescin, verwendet werden. Das 
Spermidin gibt eine solche Blaufairbung nur in sehr geringem y 


MaBe, das Putrescin so gut wie nicht. 
Wesentlich leichter léslich als das Spermin-di-Flavianat ist B 

iibrigens das bei Fallung einer Lisung von Spermidin-Phosphat 

zu erhaltende Spermidin-tri-Flavianat. Zersetzung bei 249—250° 

unter Aufschiumen. 0,1525 g lésen sich in 100 com Wasser bei 21°. 


6,810 mg Subst.: 0,666 cem N, (19°, 746,5 mm). 0, 
C,H,,N, -(C,~H,N,S0,), Ber. N 11,59 Gef. N 11,24. 


Die Untersuchung wurde mit Mitteln der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefihrt. 
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Basische Bestandteile der Schweineleber 


Von 


D. Ackermann und H. G. Fuchs 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1938) 








Um festzustellen, ob nicht nur in der Leber des Pflanzen- 
fressers*), sondern auch in der des Omnivoren Histamin praparativ 
nachzuweisen ist, wurden 6,5 kg frischer Schweineleber auf gleiche 
Weise wie im Fall der Rinderleber aufgearbeitet. Es stellte sich 
heraus, daB die Schweineleber wesentlich weniger Histamin ent- 
halt, denn es gelang uns nur die Isolierung von 5 mg Histamin- 
di-pikrat, so daB wir uns auf die C-H-Bestimmung beschranken 
muBten. Bei der Rinderleber wurde allerdings eine etwa 10mal 
gréBere Menge Ausgangsmaterial verwandt. 

3,882 mg Subst.: 4,400 mg CO,, 0,950 mg H,0. 

C,H,N,(C,H,N;O,), Ber. C 35,84 H2,66 Gef. C 35,49 H 3,14. 


Die Verbindung gab intensive Paulysche Diazoreaktion. 
Wir erhielten weiter 0,95 g Adeninpikrat. 


Ber. C 36,25 H 2,22 N 80,78 Gef. C 3661 H 2,60 N 31,34. 
Die Zersetzung lag bei 279—281° 
Es fielen ferner 0,95 g Argininflavianat an: 


4,781 mg Subst.: 7,005 mg CO,, 1,960 mg H,O. — 5,590 mg Subst.: 
0,823 cem N, (21,5°, 744,5 mm). 

C,H,,0,N,-C,,H,.N,SO, Ber. C3982 H4,13 N 17,22 

Gef. ,, 89,96 , 4,59 ,, 16,72. 

Die aus dem Flavianat freigemachte Base gab intensive 
Sakaguchische Reaktion. 

Histidin lieB sich nur qualitativ durch HgSO,-Fallung, 
Pikrolonsaurefallung, positive Diazoreaktion, Knoopsche Brom- 
probe und positiven Ausfall des Biuret in der. Hitze nach- 
weisen. — Die Leber vom Rind hatte beim Aufarbeiten etwa 
der doppelten Menge auch nur eine sehr bescheidene Ausbeute 
an Histidinpikrolonat ergeben, die aber zur Analyse ausreichte. 
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1,2 g Cholinpikrat 


Ber. C 89,72 H 4,85 N 16,90 Gef. C 39,94 H 4,96 N 1759, 


Schmelzp. 241°. 
Wir gewannen dann noch 40 mg Lysinpikrat, nachdem 
eine Reinigung tiber das Platinat vorausgegangen war. 
4,918 mg Subst.: 6,860 mg CO,, 2,020 mg H,O. — 17,216 mg Subst.: 
1,188 cem N, (20,5°, 7483 mm). 
C,H,,0,N,.C,H,0,N, Ber. C 38,37 H 4,56 N 18,70 
Gef. ,, 38,04 ,, 4,60 ,, 18,72. 
SchlieBlich erhielten wir noch 60 mg Betainchlorid. 
4,786 mg Subst.: 6,815 mg CO,, 8,310 mg H,O. — 4,960 mg Subst.: 
0,410 com N, (22°, 751 mm). 
C,H,,0,N-HCl Ber. C 39,06 H1787 N 9,12 
a .c0 ,3m. » te. 
Das aus dem Chlorid gewonnene Goldsalz zeigte die 
typischen krystallinischen Flitter 


Ber. Au 43,14 Gef. 48,23. 


Wahrend sich das Glykokollbetain neuerdings bei Averte- 
braten und niederen Wirbeltieren in weiter Verbreitung und 
auch groBer Menge als Muskelextraktstoff, gelegentlich auch als 
Harnbestandteil?) gefunden hat, wurde es im Saugetierorganismus 
bisher nur in der Ochsenniere*) sowie im menschlichen Frucht- 
wasser*) in geringen Mengen beobachtet. Um zu entscheiden, 
ob es sich auch in der Leber von Pflanzenfressern findet, unter- 
suchten wir noch die entsprechende Fraktion aus 15 kg Rinder- 
leber und isolierten 230 mg in Athanol, wie zu erwarten, schwer 
lésliches Betainchlorid. 


Ber. C 39,06 H1787 N912 Gef. C 89,18 H17,94 N 9,58. 
Schmelzp. 231°. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefihrt. 
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Die Lysinfraktion des Schweineleberextraktes gab ferner 
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Uber das Vorkommen von Histamin und anderen Basen 
in der Rinderlunge 
Von 


D. Ackermann und H. G. Fuchs 
Mit 2 Figuren im Text 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1938) 





Um noch weiter das Vorkommen von Histamin im Sauge- 
tierkérper praparativ sicherzustellen, haben wir auch Rinderlunge 
in der gleichen Weise untersucht, wie vor kurzem die Rinder- 
leber'). Auch wir fanden, wie seinerzeit Best und seine Mit- 
arbeiter?) in der betreffenden Fraktion ein Pikrat und konnten es 
durch Elementaranalyse als Histamin-di-Pikrat sicher identifi- 
zieren; auch das Flavianat und Goldsalz gaben die entsprechenden 
Werte. Wenn die Ausbeute hier eine viel geringere (10,63 mg/kg) 
als in der Leber war (66,6 mg/kg), so wird dies erstens einmal 
darauf zuriickzufiihren sein, da8 die sehr bindegewebsreiche Lunge 


| einen geringeren Anteil an Parenchym und damit Extraktivstoffen 


in der Gewichtseinheit gegeniiber der Leber haben wird. Anderer- 
seits isolierten wir diesmal das Histamin zuerst durch Fiallung 
mit ammoniakalischem Zinkhydroxyd, von welcher uns nicht sicher 
ist, ob sie gleich umfassend wirkt wie die bei der Leber an- 
gewandte Methodik. Selbst wenn man dies aber in Rechnung 
zieht, scheint doch die Lunge eine wesentlich geringere Menge 
Histamin unter ihren basischen Extraktivstoffen zu fihren als 
die Leber. 

Auch bei der Lunge gelang uns wieder die Isolierung und 
Reindarstellung von 1-Histidin (Pikrolonat). Dieser Befund ist 
von Interesse, wenn man eine Beobachtung von Bloch und 
Pindsch®) aus dem Edlbacherschen Institut in Basel heranzieht. 
Sie stellten fest, daB nach subcutaner Injektion von Histidin beim 
Meerschweinchen sich der Histamingehalt der Lunge deutlich ver- 
mehrt. Unser Nachweis des Vorhandenseins dieser beiden Kérper 
in der Lunge stiitzt nun weiterhin die Auffassung des Histidins 
als Muttersubstanz des Histamins in diesem Organ. 
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Edlbacher, Jucker und Baur‘) haben ferner die inter. 
essante Beobachtung gemacht, da die durch Histamin heryor. 
gerufene Darmreaktion durch gewisse Aminosiuren, vor alley 
Arginin, Histidin und Cystein zuriickgedringt wird. 

Es ist diese Beobachtung erstens einmal -wichtig fir die 
quantitative Beurteilung des biologischen Testes auf Histamin an 
Meerschweinchendarm, soweit es sich um Organe handelt, die eing 
oder mehrere dieser Aminosiuren in ihren PreBsiften enthalten, 
Die obige SchluBfolgerung von Bloch und Pinésch, eines Uber. 
gangs von Histidin in Histamin, wird indessen hiervon nicht 
grundsatzlich beeintrachtigt, nur mu8 man annehmen, dab die 
Steigerung der Darmkontraktion bei Abwesenheit der hemmenden 
Aminosauren in dem LungenpreBsaft noch stirker zum Ausdruck 
gekommen ware. 

Besonders stark war die Unterdriickung der Darmkontraktion 
durch Histamin in den Versuchen von Edlbacher und seinen 
Mitarbeitern, wenn sie Arginin verwandten. Herr Kollege Edl- 
bacher hatte die Freundlichkeit, einen solchen Versuch mit dem 
von uns aus Rinderlunge gewonnenen Histamin zu wiederholen 
und berichtet dariiber das Folgende: 

Hs stand eine Lésung zur Verfiigung, die im ccm 1 y Histamin 
enthielt. Diese Lésung wurde mit einer gleich konzentrierten 
Lésung von Histamin (Hoffmann-La Roche) verglichen. In der 
folgenden Kurve (Fig. 1) wurde an erster Stelle gegeben: 2 ccm, ent- 
sprechend 2y der zu untersuchenden Lésung, auf der Kurve mit 
L (Lunge) bezeichnet. Nach Ausspiilung wurden 4 y Histamin 
(Hoffmann-La Roche) gegeben, darauf folgen wieder 2 y Histamin 
(Hoffmann-La Roche). Es ist deutlich zu sehen, daB 2 y eine ge- 
ringere Kontraktion machen als 4 y, die schon fast als maximal 
zu bezeichnen waren. Nachher wurden 2 ccm entsprechend 27 
Lungenhistamin verabreicht. Die Kontraktion ist gleich hoch wie 
bei 2 y Histamin (Hoffmann-La Roche). Daraus ist der Schlu8 zu 
ziehen, daB das Priparat aus Rinderlunge die gleiche bio- 
logische Wertigkeit besitzt, wie das Hoffmann-La Roche- 
Praiparat. (Versuch wurde einigemale mit gleichem Erfolg 
wiederholt.) 

Aus unserer Mitteilung mit Jucker und Baur [Diese Z. 
247, 63 (1937)] ist ersichtlich, dafS Arginin in spezifischer Weise 
die Histaminkontraktion des iiberlebenden Meerschweinchendarms 
hemmt. Folgende Kurve (Fig. 2) zeigt, daB das Histamin aus 
Rinderlunge (mit L bezeichnet) genau das gleiche charakteristische 
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Verhalten zeigt. Die erste Zuckung zeigt die Kontraktion von 
2y Lungenhistamin, nach dem Ausspiilen Zusatz von 2 ccm 
m/2-Arginincarbonat, neutral.. Nun Zusatz von 2 ccm Lungen- 
histamin. Die Zuckung bleibt aus. Es wird ausgespiilt (auf 
der Kurve mit Kreuz bezeichnet), nun wieder Zusatz von 2 7 
Lungenhistamin, es stellt sich die charakteristische Zuckungskurve 
ein. Wieder Ausspiilen und nochmaliger Zusatz von 27 Histamin 
(Hoffmann-La Roche). Der Darm ist wie immer bei diesen Ver- 
suchen etwas ermiidet, zeigt aber deutlich die gleiche charakte- 
ristische Kontraktion. (Versuch wurde mehrmals mit gleichem 
Erfolg wiederholt.) 

Dementsprechend ist kein Zweifel, daB die verwendete Lésung 
aus Lunge Histamin enthalt, und daB dieses Histamin die gleiche 
biologische Wertigkeit an dem iiberlebenden Meerschweinchendarm 
zeigt, wie ein Vergleichspraparat von Hoffmann-La Roche.“ (Vgl. die 
Kurven, Fig. 1 und 2.) 





Fig. 1 Fig. 2 


Es ist uns nun auch gelungen, aufer Histidin die beiden 


| anderen Hexonbasen des EKiwei®molekils, das Arginin und das 


Lysin in der Rinderlunge praparativ festzustellen. Davon kann 
das Arginin herangezogen werden, um verstindlich zu machen, 
wie es méglich ist, da8 der Kérper verhiltnismaBig groBe Mengen 
Histamin ohne Schaden in seinen Organen zu beherbergen im- 
stande ist; die interessanten Beobachtungen von Heinlein’) haben 
nimlich ergeben, daB in den Kérper eingefiihrtes Histamin nach 
elniger Zeit morphologisch sichtbare Gewebsverinderungen hervor- 
ruft und man kénnte sich vorstellen, daB auch diese nicht zur 
Auswirkung kommen, wenn gleichzeitig Arginin und Histidin mit 
Histamin aus den Geweben in den Kreislauf geraten, da ja nach- 
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daB uns auch in der Leber der Nachweis von Arginin und Histidiy 
gelang 6), 

Kin solcher Schutz gegen die Wirkung des Histamins kinnte 
sich vielleicht auch einmal auswirken, wenn Histamin mit dey 
Nahrung aufgenommen wird, von dem wir durch die Unter. 
suchungen von A. W. Keil wissen, daB es gelegentlich in Nahrungs. 
mitteln vorkommt’). 

AuBer dem in Geweben weit verbreiteten Kreatin fanden 
wir, ohne nach dem Vorkommen von Mono-Aminosiuren besonders 
zu fahnden, auch Tyrosin. Dieser Befund deutet besonders mit 
der Feststellung der 3 Hexonbasen in der Lunge darauf hin, daf 
sich vermutlich in den Geweben iiberhaupt immer ein, wenn auch 
kleiner, Vorrat von Aminosiuren ansammelt, Konnten wir doch 
in der Leber verschiedener Tiere*) das gleiche feststellen. 

Nicht tiberraschend war die Beobachtung von Harnstoff, 
wiewohl er, soweit wir sehen kénnen, in der Lunge noch nicht 
analytisch festgestellt wurde. Es ist méglich, daB die Menge des 
Harnstoffs in der Rinderlunge keine geringe ist, weil uns derselbe 
sonst nicht in der P-W-S-Fallung begegnet wire. Das Phosphor- 
wolframat des Harnstoffs ist ja verhiltnismaBig leicht ldslich. 

Cholin, das wir als Nebenbefund in der Lunge ermittelten, 
ist weit verbreitet in den Organen, wihrend die Beobachtung des 
Vorkommens kleiner Mengen Glykokollbetains bemerkenswert 
ist. Bei Wirbeltieren ist es bisher nur in kleinen Mengen in 
der Ochsenniere*) und im menschlichen Fruchtwasser!®) gefunden 
worden. Da wir es nun auch in der Leber von Schwein und 
Rind®) und jetzt in der Rinderlunge fanden, mu8 man es doch 
als einen regelmaBigen Kérperbestandteil ansehen. Ob der Orga- 
nismus des Séugetiers, wie der des Wirbellosen, mit seinen ge- 
legentlich sehr groBen Betainmengen auch imstande ist, das 
Glykokollbetain selbst zu synthetisieren, muB noch offen bleiben; 
besteht doch hier die Méglichkeit der EKinfiihrung durch die 
Nahrung (Riiben usw.) und eine Speicherung des Betains wire 
verstaindlich aus seiner Widerstandsfahigkeit gegen den biologi- 
schen Abbau im Saugetierkérper nach den seinerzeit in Kutschers 
Laboratorium durchgefiihrten Versuchen von Kohlrausch?. 

Ob das in der Rinderlunge beobachtete Methylguanidin 
vorgebildet vorhanden war, oder durch Anwendung des Silber- 
Barytverfahrens erst entstand, ist nicht zu entscheiden. 


weislich wenigstens bei der Darmkontraktion ein solcher Anta. 
gonismus besteht. In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, 
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DaB wir bei unserer Untersuchung auch auf Spermin im 
Lungengewebe stieBen, ist nicht tiberraschend angesichts der 
weiten Verbreitung}*) dieser Base in den Organen des Siugetiers. 
In der Lunge ist es bisher nicht beschrieben. 


Experimenteller Teil 


15 Rinderlungen im Gewicht von 88 kg wurden sofort nach der Tétung 
in kochendes Wasser gebracht. Mittels eines beschwerten Drahteinsatzes 
wurde erreicht, daB das gesamte Gewebe wihrend des Kochens unter 
Wasser blieb. Im Gegensatz zur Verarbeitung von Lebergewebe lie8 sich, 
offenbar wegen des hohen Bindegewebsgehaltes, hier der wifSrige Extrakt 
leicht durch weitmaschige Tiicher pressen. Wie friiher beschrieben, 
schlossen sich Tannin- und Phosphorwolframsiurefallung an. Die freien 
Basen der P-W-S-Fillung wurden schwach schwefelsauer zum diinnen 
Sirup eingeengt, worauf sich mit Methanol eine betrichtliche Menge Kalium- 
sulfat abtrennen lie8. Nach Abdunsten des Methanols (wie immer im Vakuum) 
wurde die Schwefelsiiure genau mit Baryt befreit und nun 10 cem einer ge- 
sittigten Lésung von Zinkhydroxyd in konz. Ammoniak zugegeben. Den 
Niederschlag saugten wir am anderen Tage ab und beseitigten bei schwefel- 
saurer Reaktion das Zink mit Schwefelwasserstoff. Nachdem der Schwefel- 
wasserstoff und die Schwefelsdure entfernt waren, beseitigten wir noch bei 
Bariumcarbonat-alkalischer Reaktion das Ammoniak und fillten jetzt bei 
Gegenwart von etwas Schwefelsiure mit Flaviansiure. Wir erhielten jetzt 
2,1¢ Histamin-di-Flavianat. Dieses war nach 2maligem Umkrystalli- 
sieren rein. 

4,947 mg Subst.: 7,435 mg CO,, 1,400 mg H,O. — 5,270 mg Subst.: 
0,629 cem N, (20°, 744,5 mm). 

C,;H,N3(C,,H,N,SO,), Ber. C 40,58 H 2,86 N 13,26 
Gef. ,, 40,99 ,, 3,17  ,, 18,63. 


Nach Zersetzung des Flavianates mit Baryt wurde das Diprikrat des 
Histamins gewonnen, welches nach 2maligem Umkrystallisieren rein war 
und sich bei 228—230° zersetzte. 

4,480 mg Subst.: 5,950 mg CO,, 1,140 mg H,O. — 5,870 mg Subst.: 
1,138 com N, (18°, 754 mm). 

C,H,N,(C,H;,0,N,). Ber. C 35,84 H2,66 N 22,15 
Gef. ,, 86,22 ,, 2,85  ,, 22,56. 

Das aus dem Pikrat gewonnene Chlorid gab intensive Diazoprobe 
und die von Zimmermann") beschriebene charakteristische Lilafirbung 
mit Kobaltnitrat und Natronlauge. Aus dem Chlorid stellten wir das 
Goldsalz dar, welches sich zwischen 202 und 209° unter Aufschiumen 
zersetzte. 

8,180 mg Subst.: 4,055 mg Au. 

C,H,N,(HAuCl,), Ber. Au 49,85 Gef. Au 49,57. 


Fiir den oben geschilderten biologischen Versuch zersetzten wir 7,1 mg 
des analysenreinen, trocknen Goldsalzes durch Schiitteln mit metallischem 
Silberpulver und erzielten nach griindlichem Auswaschen des Riickstandes 
eine farblose Lésung; die in 10 cem 1 mg Histaminbase enthielt. 
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Schwefelsiure dringten wir soweit zuriick, bis die Reaktion nur noch 
schwach sauer war und fiallten mit Flaviansiure. Die entstandene Fiillung 
wog nach dem Absaugen und Trocknen 8,5 g. Beim Aufnehmen des Nieder. 
schlages in viel kochendem Wasser blieben 0,25 g des sehr schwer ]és. 
lichen Spermin-di-Flavianates '*) zuriick. 


5,716 mg Subst.: 0,676 cem N, (18°, 743 mm), 
C,>HegN,*(C,>HgN,SO,), Ber. N 13,50 Gef. N 18,57 ° 


Der gréBere Teil des Flavianates wurde mitsamt dem mit Flavian- 
siure nicht fallenden Anteil der Basen gemeinsam von der Flavian. 
siure befreit, worauf eine Lésung der freien Basen vorlag, die beim 
Einengen ein Gemenge von Kreatin und Tyrosin vorstellten. (Kreatin 
Ber. C 36,60 H 6,90 Gef. C 36,12 H 6,89; nach Kochen mit 
Salzsiure sind die Proben von Jaffé und Weyl intensiv positiv. — 
Tyrosin Ber. N 7,75 Gef. N 7,48; Probe von Millon stark positiy, 
Die Trennung der beiden K6rper gelang durch Fillung mit P-W-S. 


Die Hauptmenge der Basen wurde in eine Purin-, eine Histidin- und 
Argininfraktion sowie eine Lysinfraktion zerlegt. In der Histidin- und 
Argininfraktion konnten wir das Vorhandensein von Arginin, Histidin 
und Harnstoff auf folgende Weise feststellen: 

Wir fallten mit Flaviansiure und erzielten einen Niederschlag von 4,0 g, 
von denen 0,5 g aus dem schwer léslichen Flavianat des Arginins bestand. 
Es war nach 2maligem Umkrystallisieren rein. 


4,848 mg Subst.: 6,950 mg CO,, 1,840 mg H,O. — 5,242 mg Subst. 
0,766 cem N, (16,5°, 741 mm). 


C,H,,N,0,-C,H,N,SO, Ber. C 39,32 H4,18 N 17,22 
Gef. ,, 39,14 ,, 4,25 ,, 16,81. 


Das Flavianat wurde in die freie Base verwandelt, deren Lésung die 
Ebene des polarisierten Lichtes deutlich nach rechts drehte und eine 
intensive Reaktion nach Sakaguchi gab. Wir stellten jetzt das Kupfer- 
nitratsalz her, das in schénen dunkelblauen Krystalldrusen erhalten wurde. 


7,730 mg Subst. (krystallwasserfrei): 1,757 mg N, (20,5°, 750 mm). — 
8,920 mg Subst. (lufttrocken) gaben bei 100° i. Hochy. 0,860 mg H,0 ab. 


(C,H,,N,0,),Cu(NO,), Ber. N 26,18 Gef. N 26,09. 
(C,H,,N,0,),Cu(NO,), + 3H,O Ber. H,O 9,16 Gef. H,O 9,64. 


Der leichter lésliche Teil der Flaviansdurefallung enthielt Harnstof, 
der nach Beseitigung der Flaviansiure von einer kleinen Menge Histidin 
durch Einschaltung einer Fallung mit HgSO,+H,SO, (nach Hopkins) 
befreit werden muBte. Nach Beseitigung des Quecksilbers und der 
Schwefelsiure aus dem HgSO,-Filtrat konnten Krystalle isoliert werden, 
die die Harnstoffprobe nach Barrenscheen-Weltmann-Ebrlich mit 
y-Dimethylaminobenzaldehyd in Salzsiure sowie Fallungen mit konz. Salpeter- 
siure, konz. Oxalsiure und Quecksilbernitrat gaben. Es handelte sich um 


Harnstoff. 
Ber. N 46,66 Gef. N 46,59. 








Das Filtrat der Zinkhydroxyd-Ammoniakfallung wurde vom Ammoniak 
befreit, worauf wir bei schwefelsaurer Reaktion das Zink beseitigten. Die 
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Das Filtrat der Flaviansiurefillung lieferte 0,5 g Histidinpikrolonat. 
3,688 mg Subst.: 6,205 mg CO,, 1,410 mg H,0. 
C,H,N302CioH,O;N, Ber. C 45,78 H 4,08 Gef. C 45,88 H 4,28. 


Das aus dem Pikrolonat durch Behandlung mit Salzsiiure und Ather 
gewonnene Chlorid fiel mit HgSO,+ H,SO,, gab intensive Diazoreaktion 
sowie die Knoopsche Bromprobe und drehte wie das Chlorid des 1-Histi- 
dins deutlich nach rechts. 


Die Lésung der Basen aus der Lysinfraktion wurde salzsauer ein- 
geengt und hinterlie8 beim Aufnehmen mit Athanol 0,47 g Betainchlorid, 
das nach Reinigung iiber das Goldsalz gleichfalls rein erhalten wurde. Das 
Chloraurat krystallisierte in charakteristischen glitzernden Flittern. 

5,372 mg Subst.: 2,665 mg CO,, 1,300 mg H,O, 2,313 mg Au. — 6,040 mg 
Subst.: 0,190 cem N, (20,5°, 745 mm). — 7,705 mg Subst.: 8,835 mg Au. 


C.H,,0,.N-HAuCl Ber. C 13,18 H 2,71 N 3,07 Au 43,14 
Gef. ,, 13,538 ,, 2,71 ,, 3,68 ,, 48,28, 48,06. 
Die alkoholische Mutterlauge des Betainchlorids wurde nach Be- 


seitigung des Alkohols mit Gold gefillt, worauf eine nicht unbetriichtliche 
Menge Cholingold erhalten wurde. (Ber. Au 44,50 Gef. Au 44,45, 44,49.) 


Der mit Goldchlorid nicht niedergeschlagene Anteil wurde nach Be- 
seitigung des Goldes eingeengt, worauf von einer kleinen Menge Kreatinin- 
chlorid abfiltriert wurde (Proben von Weyl und Jaffé stark positiv). 
Dann fallten wir nach Einengen zum Sirup mit alkoholischem Platinchlorid 
und erhielten eine Fallung, die mit Schwefelwasserstoff vom Platin und mit 
Silberhydroxyd und Schwefelsiure vom Chlor befreit wurde. Im Gegensatz 
zu der entsprechenden Aufarbeitung der Leber’) gelang es an dieser Stelle 


; nicht, Nikotinsiure zu isolieren, doch war die Probe mit Bromcyan und 


6-Naphtylamin?*) positiv, so daB hier Nikotinsiure bzw. Nikontinsiureamid 
als vorhanden angesehen werden miissen. 


Die Lésung der kohlensauren Basen gab nach dem Einengen zum 
Sirup und Aufnahme mit Alkohol 190 mg eines Carbonates, welches aus 
wenig Wasser mit alkoholischer Pikrinsiure gefallt wurde. Nach 2maligem 
Umkrystallisieren lag reines Lysinpikrat vor. 

4,852 mg Subst.: 6,870 mg CO,, 2,060 mg H,O. — 6,030, 5,060 mg 
Subst.: 0,977 (17,5°, 749 mm), 0,834 (16,5°, 7388 mm) cem N,. 

C,H,,0,N,°C,H,0,N, Ber. C 38,37 H 4,56 N 18,70 

Gef. ,, 38,62  ,, 4,75  ,, 18,77, 18,87. 

Der nicht mit Platinchlorid fallbare Anteil der Lysinfraktion enthielt 
noch eine kleine Menge Methylguanidin, das als Pikrat isoliert wurde 
(Ber. N 27,87 Gef. N 27,29). Die Probe von Sakaguchi war positiv. 


Zusammenfassung 


Aus frischem Rinderlungengewebe wurde nach Extraktion 
mit Wasser gewonnen und analytisch identifiziert: Histamin, 
Spermin, Kreatin, Tfyosin, Arginin, Histidin, Harnstoff, 
Glykokollbe@in, Cholin, Lysin und Methylguanidin. 
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Nikotinsiure lieB sich auf Grund einer qualitativen Prohp 


vermuten. 
Das Vorkommen yon Histidin neben Histamin steht in Uber. 


einstimmung mit der Angabe des biologischen Zusammenhange; 
dieser Basen von Bloch und Pinésch in der Lunge. 

Die von Edlbacher und seinen Mitarbeitern beobachtete 
Zuriickdrangung der biologischen Histaminwirkung (Darm) durch 
Arginin und Histidin kann es verstindlich machen, warum das 
in den Organen (Lunge und Leber) sicher festgestellte Histamin 
sich fiir den Organismus nicht ungiinstig auswirkt, weil, wie wir 
feststellten, Histidin und Arginin in Lunge und Leber neben 


Histamin vorkommen. 
Die Arbeit wurde durchgefihrt mit Mitteln der Deutschen 


Forschungsgemeinschaft. 
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Quantitative Bestimmung des Plasmals (Plasmalogens) 
in lipoiden Gemischen und in Organen 
Von 


R. Feulgen und H. Griinberg 
Mit 1 Figur im Text 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit GieBen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Dezember 1938) 





Zur Erforschung des Plasmalogens war eine Methode zur 


| quantitativen Bestimmung des Plasmals erforderlich. Da das Plas- 


malogen ein Lipoid ist und sich vergesellschaftet mit Phosphatiden 
in Phosphatidgemischen vorfindet, so kommt eine Methode zur 


| quantitativen Bestimmung des Plasmals i in lipoiden Substanzen 


in Frage. Da weiter das Plasmalogen mit Ather den getrockneten 
Organen entzogen werden kann und sich daher im Rohfett des 
Organs befindet, so ist die Methode gleichzeitig ein Verfahren 
zur Bestimmung des Plasmals (Plasmalogens) in Organen. Da 
Plasmal, als ein Gemisch von Aldehyden héherer Fettsiuren, 
mit fuchsinschwefliger Siure eine intensive Farbreaktion gibt, 
so lag eine colorimetrische Methode nahe. Als besonders giinstiges 
Moment kam hinzu, daB die Farbstoffe aus den h6heren Aldehyden 
und der fuchsinschwefligen Siure auBerordentlich bestindig sind, 
wihrend die analogen Farbstoffe aus den niederen Aldehyden der 
Fettsiurereihe (z. B. Acetaldehyd) sehr unbestindig sind und in 
kurzer Zeit verblassen. Dadurch, daB es sich hier um eine Be- 
stimmung in lipoiden Substanzen handelt, unterscheidet sich die 
hier zu besprechende Methode grundsitzlich von einer friher 
von Feulgen und Imhiuser’) beschriebenen Methode zur Be- 
Hesage von Plasmal im Serum. Hier kommt das Plasmalogen 
fein dispers vor und man braucht nur das Serum (nach An- 
siuren mit einem SO,-haltigen Siuregemisch) mit fuchsinschwef- 
liger Séure zu vermischen, um eine dem Plasmalgehalt propor- 
tionale Farbung zu erhalten, wobei: der Farbstoff ebenfalls fein 
dispers bleibt, so daB ein derartig hergestelltes Serumgemisch 
ohne weiteres colorimetriert werden konnte. Dies war um so 


_— 





') Biochem. Z. 181, 30 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVII. 
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angenehmer, als man mit einer quantitativen Extraktion des 
Plasmalogens aus dem Serum mit organischen Lésungsmittel 
ohnehin nicht rechnen konnte. 

Die Bestimmung des Plasmals in lipoiden Gemischen hat 
nun aber eine Besonderheit: Man kann die fuchsinschweflige 
Siure nicht in organischen Loésungsmitteln, sondern nur jp 
wiBriger Lisung mit einem Uberschu8 von SO, anwenden, also 
in einem Milieu, in dem Lipoide oder Rohfett itiberhaupt nicht 
léslich sind. Es fand sich aber folgender Ausweg: Die lipoide 
Substanz oder das Rohfett werden in Eisessig gelist und dam 
die Lésung mit der 10fachen Menge fuchsinschwefliger Siiure 
gefallt; unter diesen Bedingungen fallt das Lipoidgemisch so fein 
dispers aus, da8 es mit dem Reagens innerhalb weniger Stunden 
quantitativ reagiert. Der Farbstoff wird dann mit Amylalkohol 
ausgeschiittelt und colorimetriert. Macht man nun einen blinden 
Versuch, indem man 1 ccm Eisessig mit 10 cem fuchsinschwel- 
liger Siure vermischt und dann mit 10 ccm Amylalkohol aus. 
schiittelt (ein Verhaltnis, wie wir es anwenden), so findet man 
immer eine mehr oder weniger starke Anfarbung des Amyl- 
alkohols. In der Annahme, da es sich hier um Aldehyde 
handelt, die im Amylalkohol vorkommen, haben wir versucht, 


den Amylalkohol durch Kochen mit Silberoxyd oder Behandeln 


mit ammoniakalischer Silberlésung und nachfolgender Destillation 
von den Aldehyden zu befreien. Der Erfolg war ein negativer. 
Wir glauben daher, daB es sich hier nicht um eine Aldehyd- 
reaktion handelt, sondern daB das Reagens sich spurenweise in 
Amylalkohol lést und darin mangels Anwesenheit gentigender 
Mengen von SO, zersetzt. Wie dem auch sei, wir haben 
drei Methoden, mit denen man die genannte Schwierigkeit be- 
herrschen kann. Diese drei Méglichkeiten sind: 

1. Man setzt einen blinden Versuch an ohne lipoide Sub- 
stanz, schiittelt mit Amylalkohol aus und benutzt den schwach 
gefirbten Amylalkohol zum Kompensieren im Colorimeter. 

2. Man bestimmt im blinden Versuch ein fiir alle Mal den 
Extinktionskoeffizienten der ,,Pseudofarbung“ und zieht diesen 
Wert von dem im Hauptversuch erhaltenen Gesamtextinktions- 
koeffizienten ab, oder man rechnet den Extinktionskoeffizienten 
der Pseudofirbung in Prozente Plasmal um und zieht diese vor- 
getiiuschten Plasmalprozente von den Gesamtplasmalprozenten ab. 
Diese Methode ist sehr bequem und wird in unserem Laboratorium 
jetzt ausschlieBlich benutzt. Die Starke der Pseudofarbung kann 
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sich beim Wechsel der Reagentien iindern, so daB es geboten ist, 


ibren Extinktionskoeffizienten gelegentlich zu kontrollieren und 


© insbesondere bei Neuherstellung des Reagenses und Neubeschaffung 


des Amylalkohols wieder zu bestimmen. Im iibrigen ist diese 


» Pseudofarbung bei dem jetzt von uns benutzten Fuchsinpriaparat 


standardisierter Farbstoff ,,Bayer“) sehr gering und entspricht 
nur etwa 0,7°/, vorgetiiuschtem Plasmal, dabei kommen schon 
in Phosphatidgemischen aus Gehirn 10—12°/, Plasmal vor! Es 
wurden auch alle méglichen anderen Lésungsmittel fir den 
Farbstoff versucht. Amylalkohol hat sich aber als am besten 
geeignet erwiesen. Ist jedoch die Pseudofairbung groB gegeniiber 
der auf dem Plasmal beruhenden Aldehydreaktion, dann muB das 
Verfahren unter 3. benutzt werden. 

38. Man kann den Farbstoff nebst den Lipoiden iiber einem 
kleinen mit einer Aufschwemmung von etwas Talkum in SO,- 
haltigem Wasser gedichteten Filter (2,5 cm Durchmesser) quanti- 
tativ absaugen. Filter nebst Riickstand werden nach dem Aus- 
waschen mit SO,-haltigem Wasser in den Kolben zuriickgegeben, 
mit 10 cem SO,-haltigem Wasser (genau so hergestellt wie das 
Reagens, jedoch ohne Farbstoff) tibergossen und dann mit Amyl- 
alkohol ausgeschiittelt. Nach dem Zentrifugieren entsteht eine 
klare Farbstofflésung. 

Zur Bestimmung der Farbstoffdichte entschieden wir uns 


fir die Absolutcolorimetrie mit durch Spektralfilter erzeugtem 


monochromatischem Licht. Wegen der leichten Zersetzlichkeit 
des Plasmals (Polymerisation) und seiner umstindlichen Dar- 
stellung kam eine Colorimetrie mit Standardlésung nicht in Frage. 
Bei der frither mitgeteilten Methode zur quantitativen Be- 
stimmung von Plasmal im Serum haben Feulgen und Im- 
hiuser mit dem haltbaren Plasmalthiosemicarbazon als Stan- 
dardsubstanz gearbeitet. Es hat sich aber gezeigt, daB das 


| Thiosemicarbazon nicht quantitativ mit der fuchsinschwefligen 


Siure reagiert, sondern, daB es zu einem Gleichgewicht kommt. 
Aus diesem Grunde sind die absoluten Werte der damals mit- 
geteilten Methode mit einem Fehler behaftet und miissen mit 


einem Faktor multipliziert werden. Die mit dieser Methode 


friiher mitgeteilten Ergebnisse behalten aber ihre Giiltigkeit, da 

es dabei niemals auf die absoluten Werte ankam, sondern auf 

relative Verinderungen. Im iibrigen wurde inzwischen auch 

diese Methode auf Absolutcolorimetrie mit dem Stufenphotometer 

von Zeiss umgestellt. Sie ist dabei zu einer Methode maximaler 
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Einfachheit geworden: Das Serum wird nach dem Ansiuern mit 
einem SO,-haltigen Siuregemisch mit fuchsinschwefliger Siure 
vermischt und nach Entwicklung der Farbe colorimetriert. Uhey 
die Kinzelheiten dieser Methode wird spiiter berichtet werdey, 

Die fir unsere Methode benutzten Substanzmengen sind 
sehr gering. Bei der Bestimmung in Organen geniigen etwa 1» 
des frischen Organs unter Anwendung der gewéhnlichen Kiivettey 
des Stufenphotometers. Bei Anwendung der Mikrokiivetten kénnte 
die Methode mit entsprechend geringeren Organmengen auskommen, 
Bei der Erforschung der Konstitution des Plasmalogens bestand 
iiberhaupt kein Bedarf nach einer Mikromethode; denn das Aus. 
gangsmaterial bei der praparativen Darstellung des Plasmalogens 
waren Phosphatidgemische, die allein schon 10—12°/, Plasmal ent- 
hielten, und schon bei diesen geniigten 1 mg Phosphatid vollkommen 
zur quantitativen Bestimmung mit gewéhnlichen Kiivetten! 

Bei unserer Methode muBten wir beriicksichtigen, dab das 
Plasmal kein einheitlicher Kérper ist, sondern, daB es sich dabei 
um ein Gemisch von mehreren héheren Aldehyden handelt, und 
zwar um Aldehyde, die den bekannten Fettsiuren entsprechen. 
Identifiziert sind bisher Palmitinaldehyd und Stearinaldehyd. 
Ks kommt aber mit Sicherheit noch mindestens ein weiterer 
Aldehyd vor, der einen starken Geruch aufweist, ein leicht- 
lésliches Thiosemicarbazon liefert, und deswegen zur Zeit noch 
nicht identifiziert ist?) Der Faktor, mit dem man den Extink- 
tionskoeffizienten multiplizieren muf, um den Prozentgehalt zu 
bekommen, betrigt bei unserer Arbeitsweise und unter An- 
wendung des von uns als am giinstigsten befundenen Spektral- 
filters beim Palmitinaldehyd 10, beim Stearinaldehyd, der ein 
um 10°/, héheres Molekulargewicht hat, 11. In der Annahme, 
daB es sich beim Plasmal immer um Gemische von Aldehyden 
mit 16 und 18C-Atomen handelt, nehmen wir als Faktor die 
Zahl 10,5. DaB dieser Faktor den natiirlichen Bedingungen am 
nichsten kommt, ergab sich auch bei Zugrundelegung eines 


natiirlichen, mit der Wasserdampfdestillationsmethode gewonnenen | 


Plasmalgemisches, fiir das ebenfalls der Faktor 10,5 gefunden wurde. 
Eine Methode, die Komponenten des Plasmals einzeln 20 
bestimmen, ist vorlaufig nicht zu erwarten. 
Voraussetzung fiir die Sammelbestimmung der einzelnen 
Aldehyde als ,,Gesamtplasmal“ auf colorimetrischem Wege war 





*) R. Feulgen u. M. Behrens, Diese Z. 256, 15 (1988); R. Feulgen, 
K. Imhiuser u. M. Behrens, Diese Z. 180, 161 (1929). 
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erhilt, wenn man die Logarithmen der Extinktionskoeffizienten 
bei verschiedenen Wellenlingen in Abhingigkeit der Wellenlinge 
auftrigt. Bei dieser Darstellung fallen die Konzentrationen 
heraus, und die Kurven verlaufen bei gleichen Absorptions- 
verhiltnissen parallel. Untersucht wurden Phosphatidgemisch aus 
Gehirn, Palmitinaldehyd und Stearinaldehyd. Die folgende Tabelle 





















































Filt Palmitinaldehyd Stearinaldehyd Phosphatid 
ee k | log 100 k k | log 100 ke eid = log 100 & 
§ 75 0,0 0,0 a6: | v0 mo. | on 
S72 0,0 0,0 00 | 0,0 0,0 0,0 
S 66,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
S 61 0,565 1,75 0,41 1,61 0,75 1,88 
S57 6,91 2,84 5,2 2,76 1,5 2,88 
S53 4,81 2,68 3,8 2,58 5,73 2,76 
S50 1,55 2,19 1,34 2,18 1,97 2,29 
$47 0,33 1,51 0,30 1,48 0,49 | 1,69 
§ 43 0,17 1,24 0,07 0,85 0,08 | 0,90 
30 T T T T T T T 
25r 
20r a 
: \ 
Sag ae 
S \ 
* 
\ 
| Zor \ 
Typische Farbkurven von 
Ost falmitinaldehyd 
Ee i Pe ae —Stearinaldehyd 4 
-——-—~-Phosphatid 
70 729 666 619 572 530 494 463 434 


——> Wellenidngen in mu ——> 


zeigt die Resultate. Hierbei bedeutet der Ausdruck unter ,,Filter“ 
das betreffende Spektralfilter nach der Bezeichnung von Zeiss, 
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nun eine Ubereinstimmung der ,,typischen Farbkurven“, die man 
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die Zahl entspricht dem Filterschwerpunkt in my. k ist der JB 4% 
Extinktionskoeffizient (Extinktion in 10 mm Schichtdicke). Uy u 





beim Zeichnen der Kurve nur positive Zahlen zu erhalten, wurden 
nicht die Werte fir log k, sondern fir log 100 k eingesetzt, Fl 


Wie die aus den Werten der Tabelle errichtete Kurve zeigt, de 
besteht unter den Farbstoffen der einzelnen Aldehyde sowie auch 4 
des Gesamtplasmals eine ausgezeichnete Ubereinstimmung. : 

Wir benutzen diese Kurve zum Hinweis auf das von uns ur 
vorzuschlagende monochromatische Filter. Da man in der Regel tr 
dasjenige monochromatische Filter wahlt, welches die héchsten 8 


Werte fir & liefert, so wire eigentlich das Filter S57 das Ge. 
gebene. Indessen sind die Spektralfilter ja nicht streng mono- 
chromatisch, der Absorptionsbereich stellt vielmehr ein mehr oder 
weniger breites Band dar. Aus diesem Grunde erhilt man bei 
der Colorimetrie mit solchen Filtern nicht immer eine villige 
Ubereinstimmung im Farbton der beiden Gesichtsfeldhaiften. Bei 
dem theoretisch richtigen Filter S57 lieB diese aber zu wiinschen 
iibrig, daher wurde das Filter S53 endgiiltig gewahlt, bei dem E 


diese Voraussetzung in ausreichendem MaBe gewihrleistet ist. k 
Der Faktor 10,5, mit dem die Werte fir k multipliziert werden 
miissen, um den Prozentgehalt zu bekommen, beziehf sich, dies (5 


sei hier noch einmal ausdriicklich bemerkt, ausschlieBlich auf das 
Filter 853 (Wilterschwerpunkt bei 4 530 my) des Pulfrichschen 
Photometers. Gepriift wurde aber auch noch das Filter § 55, das “ 
zwischen 8 57 und §S 53 liegt, aber bei normaler Ausstattung 


des Stufenphotometers nicht beigegeben wird. Dieses Filter hatte n 
jedoch keinerlei Vorziige vor dem serienmibigen Filter S 53. al 

Es muBte nun noch vor allem gepriift werden, ob der gebildete R 
Farbstoff dem Beer-Lambertschen Gesetz gehorcht, ob also die di 
Kurve fir den Extinktionskoeffizienten k linear verliuft, oder ob gi 
eine Kichkurve angelegt werden muBte. Diese Priifung wurde @ 
zunichst mit dem reinen Palimitinaldehyd vorgenommen. G 

Der freie Aldehyd wurde aus dem Thiosemicarbazon nach dem Ver- 8 
fahren von M. Behrens’) dargestellt durch Wasserdampfdestillation einer 6 


verdiinnten Schwefelsiure unter allmihlichem Eintragen einer alkoholischen 
Lésung von Palmitinaldehydthiosemicarbazon. Eine Abianderung der 
-Methode haben wir insofern vorgenommen, als zu Vermeidung jeder Poly- 
merisation tunlichste Abkiirzung angestrebt wurde. Als Kihler benutzten 
wir keinen Kugelkthler, aus dem der im Inneren sich abscheidende 
Palmitinaldehyd erst durch Lésungsmittel herausgelést werden mubte, 
sondern einen kurzen gewéhnlichen Kiihler von etwa 30 cm Linge, aus 





*) Diese Z. 191, 183 (1930). 
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dem das Wasser so warm herausflieBt, daB bei dem niedrigen Schmelz- 
punkt des Palmitinaldehyds (84°) dieser in geschmolzenem Zustand auf 
dem Wasser schwimmend heraustritt. Das Destillat wurde in einem Rohr 
yon Reagenzglasweite aufgefangen, das aber nach Art der sogenannten 
Florentiner Flasche unten einen nach oben gebogenen Ablauf hatte, so dab 
der Flissigkeitsspiegel immer in gleicher Héhe blieb. In diesem Rohr 
sammelt sich der Aldehyd in Form eines Oltrépfchens auf dem Wasser an. 
Es wurde nur 1 Stunde lang destilliert, das Rohr dann abgekihlt, worauf 
das Oltrépfchen krystallinisch erstarrte, dieses auf Filtrierpapier abgetupft 
und im hohen Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsiure '/, Stunde ge- 
trocknet. So dargestellt, war der Aldehyd rein und hatte den vor- 
geschriebenen Schmelzpunkt von 84°. 









































mg-°/, l E k mg-°/, l E k 
50 2,5 1,24 4,96 2 20 0,411 0,205 
25 2,5 0,607 2,43 1 20 0,206 0,103 
12,5 25 | 0,809 | 1,24 0,5 20 0,106 | 0,053 
4 20 0,782 | 0,391 





Es bedeuten: 
1=Schichtdicke in mm, _ 
E = Extinktion bei der Schichtdicke I, 
k = Extinktionskoeffizient = Extinktion bei einer Schichtdicke von 10 mm. 


Der Aldehyd wurde sofort nach seiner Darstellung in Eisessig gelést 
(50 mg/100 cem). Mit dieser Stammlésung wurden mit Eisessig Verdiinnungen 
(25 mg-°/, 12,5 mg-°/,, 4 mg-°/,, 2 mg-°/,, 1 mg-°/, und 0,5 mg-°/,) hergestellt 
und je 1,00 cem davon fiir die colorimetrische Bestimmung (vgl. unten) 
eingesetzt. Die vorstehende Zusammenstellung zeigt, da8 die Extinktions- 
koeffizienten in der Tat proportional der Konzentration sind. 


Nun kommt aber der Palmitinaldehyd oder das Plasmal 
niemals frei vor, sondern stets an eine Komponente gekuppelt 
als Plasmalogen, aus dem das Plasmal durch die Aciditait des 
Reagenses erst freigemacht wird. Daher muBte die Giiltigkeit 
des Beer-Lambertschen Gesetzes auch beim Plasmalogen nach- 
gewiesen werden. Da nun das Plasmalogen in Phosphatid- 
gemischen vorkommt, so wurden die Versuche mit einem aus 
Gehirn dargestellten Phosphatidgemisch angestellt, indem ein 
solches Phosphatidgemisch in Kisessig gelést, und unter Her- 
stellung der relativen Konzentrationen 1, 1/,, 4/1), 1/;) colori- 
metriert wurde. Dabei ergaben sich folgende Werte: 








Konzentration l E k 















































. 
+ 
‘ 
) 
: 
; 
} 
’ 
¢ 
; 
© 
¥ 








168 R. Feulgen und H. Grinberg, 


entsprechenden Verdiinnungen. 


Im tbrigen wurde der Faktor, mit dem man die Extinktions. 
koeffizienten multiplizieren muf, um die Konzentration der Kis. 
essiglésung an Palmitinaldehyd in mg-°/, zu erhalten, mehrfacl 
unabhangig bestimmt, indem 3 mal unabhingig aus dem Palmitin- 
aldehydthiosemicarbazon der freie Aldehyd frisch dargestellt, zu 
50 mg-°/, bzw. 60,6 mg-°/, in Kisessig gelést und die Werte fiir i 
ermittelt wurden. Es ergaben sich folgende Werte: 





























.0 . mg-°/, gefunden 
mg-"/g d ad . bei Faktor 10 
50 2,5 1,24 4,96 49,6 
50 0,98 0,489 4,99 49,6 
60,6 9,98 0,593 6,05 60,5 


Wie friither schon des éfteren gezeigt wurde, ist das Plasmalogen 
so empfindlich gegen Sauren, dai es schon durch die Aciditiét der 
fuchsinschwefligen Saéure abgespalten wird. Es wurde aber auch 
wiederholt darauf hingewiesen, dai die Abspaltung des Plasmals 
fast augenblicklich durch geringe Mengen Mercurichlorid erfolgt. 
Man kann daher die Farbstoffsynthese bei der Bestimmung dadurch 
beschleunigen, da8B man dem Ansatz ein paar Tropfen einer 
Sublimatlésung hinzusetzt. Doch muBte zuvor gepriift werden, 
ob das Quecksilberchlorid irgendeinen EinfluB auf die Werte 
fir k ausiibt. Das ist aber nicht der Fall, wie aus den folgenden 
Versuchen hervorgeht: 

Aus einer Lésung von Phosphatiden in Eisessig wurden die Ver- 
diinnungen 1, '/3, ‘Jo, */s9 hergestellt und von jeder Verdiinnung zwei 


colorimetrische Ansiitze gemacht, und zwar einmal ohne Sublimat, das 
andere Mal mit Sublimat. Es wurden folgende Werte gefunden: 




















Man sieht auch hier die Proportionalitit der Werte fiir k bei dey 








Konzentration | k (bei Gegw. v. HgCl,) | & (ohne HgCl,) 
1 8,04 2,98 
/, 1,01 1,01 
"/10 0,308 0,298 
1 0,060 0,058 








Ausfiihrung der Bestimmung 


Herstellung der fuchsinschwefligen Siure: In einem Erlen- 
meyerkolben iibergieBt man 1,0 g Fuchsin (standardisierter Farbstoff ,,Bayer“ 
der Firma Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig) mit etwa 700 eem siedendem 


Wasser, gibt nach der Liésung des Farbstoffs 100 eem n-HCl hinzu, kiiblt 
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unter der Wasserleitung auf Zimmertemperatur ab, lést darin 5,00 g Natrium- 
pisulfit (wasserfrei pro analysi) auf, und fillt im MeBkolben auf 1 Liter 
auf. Das Ausbleichen der Farbe nimmt etwa 24 Stunden in Anspruch. Wir 
yerwenden das Reagens stets in einem 500 cem fassenden MeBkolben als 
Vorratsflasche, weil durch den langen engen Hals des Me8kolbens ein Ent- 
weichen von SO, bei der Entnahme méglichst verhindert wird. Eine 10 cem- 
Pipette zur Entnahme mu8 durch den Hals gehen. 

SO,-haltiges Wasser wird nur dann gebraucht, wenn man den Farb- 
stoff, wie oben erwihnt, durch Absaugen iiber ein Talkumfilter von dem 
Reagens trennen will. Es wird genau so hergestellt wie das Reagens, nur 
daB hier das Fuchsin fehlt, und in einer Spritzflasche verwendet. 

Ferner wird noch eine 6°/,ige Sublimatlésung in Tropfflasche ge- 
braucht. 

Zur Ausfiihrung der Bestimmung wird die zu untersuchende 
lipoide Substanz in einem Reagenzglase abgewogen und in der 
1000fachen Menge Eisessig, evtl. unter gelindem Erwirmen ge- 
list. 1,00 com dieser Lésung gibt man in einem mit Gummi- 
stopfen luftdicht verschlieBbaren Erlenmeyerkolben von 50 ccm 
Inhalt hinein, vermischt mit 10 ccm fuchsinschwefliger Siure, 
versetzt mit 3 Tropfen Sublimatlésung und lift bei Zimmer- 
temperatur verschlossen bis zur maximalen Entwicklung der Farbe 
stehen. Dieses Maximum pflegt in 4 Stunden erreicht zu sein, 
doch lassen wir den Ansatz der Sicherheit halber meist iiber 
Nacht stehen. 

Dann gibt man mit einer Pipette 10,0 ccm Amylalkohol 
hinzu, verschlieBt mit dem Stopfen und schiittelt etwa 2 Minuten 
kriftig durch. Hierbei ist eine Erwirmung durch die Hand zu 


vermeiden. Geschieht dies dennoch, so kann sich spiater beim ° 


Colorimetrieren durch Abkiihlen des mit Wasser gesittigten Amy]l- 
alkohols eine Triibung bilden. Zur sicheren Vermeidung einer 
solchen fassen wir den Kolben nur oben am Hals an und kiihlen 
wihrend des Schiittelns dauernd unter der Wasserleitung. Seit 
wir dies tun, ist eine stérende Triibung bei den hunderten von 
Bestimmungen, die inzwischen in unserem Laboratorium ausgefiihrt 
worden sind, niemals mehr beobachtet worden. Das Gemisch wird 
nun in einem verschlossenen Zentrifugenglas 5 Minuten zentri- 
fugiert und das Glas 1 Stunde neben dem Colorimeter stehen 
gelassen. Dies geschieht deswegen, weil zur maximalen Ausbildung 
der ,,Pseudoreaktion* (vgl. oben) in dem Amylalkohol etwa 
'/, Stunde erforderlich ist. Dann wird der Amylalkohol von der 
wi8rigen Unterschicht abgetrennt und in einer Kiivette mit ge- 
elgneter Schichtdicke colorimetriert. Bei den kleineren Kiivetten 
braucht man nur einen Bruchteil des Amylalkohols, der mit einer 
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kleinen Pipette entnommen wird. Der Amylalkohol reicht ahe; 
auch zur Beschickung einer Kiivette von 20 mm Schichtdicke 
aus. In diesem Falle benutzen wir zur méglichst vollstiindige, 
Gewinnung des Amylalkohols eine 10 ccm fassende Pipette, dere; 
Mundstiick nach unten gebogen und zum Ansaugen mit einey 
Gummischlauch versehen ist, wihrend die Spitze, kurz nach obey 
gebogen, ein scharfes Abtrennen gestattet, ohne daB durch de 
Sog wiBrige Fliissigkeit mitgerissen wird. 

Die Beobachtung im Colorimeter erfolgt, wie oben dargelesi, 
mit dem Spektralfilter S53. Auf die Kompensationsseite kommt 
eine gleiche Kiivette mit Amylalkohol. Wir machen stets 5 Kin. 
stellungen und Ablesungen, vertauschen dann, zwecks Eliminicrung 
jeder Asymmetrie, die Kiivetten, machen wieder 5 Ablesungen und 
nehmen das Mittel. Die so ermittelte Extinktion wird jetzt auf 
eine Schichtdicke von 10mm (Extinktionskoeffizient) umgerechinet 
und davon der Extinktionskoeffizient der im blinden Versuch 
ermittelten ,,Pseudofiirbung“ abgezogen. Multipliziert man den ver- 
bliebenen Wert beim Vorliegen von Palmitinaldehyd mit 10, bei 
gemischtem Plasmal aber mit 10,5, so erhailt man den Gehlalt 
der Kisessiglisung an Plasmal in mg-°/,, und da der Gehalt des 
Kisessigs an lipoider Substanz 100 mg-°/, betrug, so stellt der 
Wert gleichzeitig auch den Prozentgehalt der untersuchten lipo- 
iden Substanz an Plasmal in g-°/, dar. 

Ks sel hier bemerkt und vorweggenommen, daB der Gelalt 
des Plasmalogens an Plasmal etwa 55°/, betriigt, so dali man 
durch Multiplikation des Plasmalgehaltes mit dem Faktor 1.5 
auch den Plasmalogengehalt erhilt. Doch ist auch dieser }akto 
nur anniihernd anzugeben, da auch das Plasmalogen, iihulich wie 
das Plasmal, kein einheitlicher Kérper, sondern ein Gemiscli aus 
tihnlich zusammengesetzten Substanzen ist. Niheres wird hieriiber 
in einer weiteren Arbeit berichtet werden. 

Zur Reinigung werden die Kiivetten mit Alkohol, die Koibeu 
der Ansiitze mit Wasser ausgespiilt. 


Bestimmung von Plasmal in Organen 


Hm 


Aus Organen wird natiirlich als vorbereitende Mabnahm 
das Plasmalogen mit Ather extrahiert. Nach dem Verdamptfen 
des Athers hinterbleibt das Plasmalogen, vermengt mit einem 
Vielfachen yon anderen Lipoiden und Fetten, im Rohfett. ie 
Technik der Bestimmung selbst ist demnach die gleiche, wie 
oben bei der Bestimmung in lipoiden Substanzen beschriebet 














Quantitative Bestimmung des Plasmals (Plasmalogens) usw. 


orden ist. Zur Bestimmung des Plasmals geniigt in der Regel 
» Menge von etwa 1g des frischen Organs. Das Trocknen 
one Vorbereitung zur “Athegextraktion geschieht weitaus am 
bequemsten durch Zusatz von entwissertem sekundirem Natrium- 
phosphat nach Verreiben mit gesiebtem Sand. 


Zur Herstellung des Sandes geeigneter und einheitlicher KorngréBe 
wird grober Sand zuerst durch ein Sieb von '/, mm Maschenweite, dann 
das Durchgegangene durch ein Sieb von '/, mm Maschenweite gesiebt, so 
da nur Sand, der durch Maschenweite '/, mm geht, aber dedi: iacliew: 


Ula 


eite ?/, mm zuriickgehalten wird, zur Verw endung kommt. 


Ktwa 1 g des Organs wird nach dem Wiegen mit 10g Sand 
in einer Reibschale erst gequetscht, dann verrieben, bis eine 
cleichmiBige Paste entstanden ist, dann 1,0 g sekundires Natrium- 
phosphat, das durch Erhitzen in einer Schale vom Krystallwasser 
befreit war und im Vorrat gehalten wird, zugesetzt und wieder 
yverricben: In wenigen Augenblicken ist die Masse staubtrocken. 
Sie wird dann in einer Soxhlethiilse von 22/80mm mit Narkose- 
‘ither extrahiert. Der Ather wird auf dem Wasserbade verdampft, 
der Kolben zur Entfernung der letzten Reste im Vakuum iiber 
konzentrierter Schwefelsiure etwa 1 Stunde aufbewahrt, der lipoide 
Riickstand mit 1,0 ccm Eisessig warm gelést, nach dem Abkiihlen 
mit 10,0 cem fuchsinschwefliger Siure vermischt, 3 Tropfen 
Sublimatlésung zugesetzt und mit dem Gummistopfen verschlossen. 
Die Weiterbehandlung geschieht am anderen T'age in der gleichen 
Weise wie oben beschrieben. 


¥ 


Berechnung: Die absolute Menge Plasmal im Reaktionsgef iB 
SS a 
100 

Ist S die Menge Organsubstanz, aus der das Plasmal stammt, in 

Grammen ausgedriickt, so ist der Gehalt an Plasmal in 100 g Organ 
10,5-k-100 10,5+k 
“100-S ~~ S 
Knthilt das Organ viel Fett, so muB dieses in Rechnung 
sestellt werden, weil das Fett sich im Amylalkohol lést, sein 
Volumen vermehrt und so den Extinktionskoeffizienten herabsetzt. 
Man erhalt also zu kleine Werte fiir den Plasmalgehalt. Um die 
YolumvergréBerung des Amylalkohols durch das Fett berechnen 
zu kénnen, muB das Volumen des Amylalkohols selbst bekannt 
sein, das bisher nicht beriicksichtigt zu werden brauchte, weil 


mg-°/, 


bei der Ermittlung des analytischen Faktors und bei der 


T) 


bestimmung die gleichen Verhiltnisse vorlagen. Der Kinsatz an 
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Amylalkohol betrug zwar genau 10,0 ccm, indessen lést sich Amy!. 
alkohol zu etwa 2,6°/, im Wasser und andererseits lést sich 
Wasser im Amylalkohol. Zur Untersuchung dieser Verhiiltnisse 
wurden genau wie bei dem Ansatz 1 ccm Hisessig, 10 ccm fuchsin. 
schweflige Saure und 10,0 ccm Amylalkohol in einer Biirette ge- 
schiittelt und festgestellt, daB das Volumen des Amylalkoholsy § 
nach EKinstellung des Gleichgewichtes 10,3 ccm betrug, und da} | 
nach Hinzugabe von 1,0ccm Fett das Volumen, wie erwartet, aui 
11,3 com stieg. Daraus ergibt sich als ,,Fettfaktor“, mit dem 
der Plasmalgehalt multipliziert werden mubB: 

10,3 + » 


Fetttaktor = aa 
worin v das Volumen des Fettes bedeutet. Dieses errechnet sici 
aus dem Gewicht des Rohfettes / und dem spezifischen Gewiclt, 
das mit 0,9 angenommen wurde. Mithin betrigt der 
10,3 + u , - 
y Pag , 0,9 . y | J \ 
Fettiaktor = . = {1 - —je{] +—_} 
10,3 0,9 + 10,3 9,3 | 


Man sieht aus dem Faktor [1 + TEL daB der Fettgehal 


nur dann einen Ejinflufs von iiber 1°/, auf den Plasmalgehalt 
ausiibt, wenn die Menge des Rohfetts bei dem Ansatz mehr als 
0,1 g betriigt, wenn also der Fettgehalt des Organs bei eme. 
Kinsatz von 1 g Organsubstanz mehr als 10°/, ausmachie. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutsche 
Forschungsgemeinschaft ausgefiilrt. 
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